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1 Einleitung 
1.1 Asthma 
Asthma ist eine chronisch entzündliche Erkrankung der Atemwege, deren 
klinisches Erscheinungsbild durch variable Atemwegsobstruktion aufgrund einer 
bronchialen Hyperreagibilität bedingt ist (Bundesärztekammer et al., 2009) und 
deren Entwicklung auf ein komplexes Zusammenspiel von genetischen und 
Umweltfaktoren beruht (Robert Koch Institut (Hrsg), 2015). Bei langfristig 
bestehendem Asthma bronchiale, meist in Kombination mit ungenügender 
Therapie, kann sich die initial reversible Obstruktion fixieren. Man spricht in 
diesem Zusammenhang von Atemwegs-Remodeling (Global Initiative for Asthma 
(GINA), 2017). 
 
1.1.1 Klinische Ausprägung von Asthma bronchiale 
Die Erkrankung Asthma bronchiale ist durch eine anfallsartige Verengung des 
Bronchialsystems, häufig nachts, mit einhergehender Luftnot/Atemnot, 
Brustenge, Husten und einem exspiratorisch giemendem Atemgeräusch 
gekennzeichnet. Auslösend für die klinische Symptomatik des Asthma bronchiale 
können der Kontakt mit Allergenen oder virale Infekte, aber auch inhalative 
Reizstoffe wie zum Beispiel Zigarettenrauch, Schwefeldioxid, Ozon und weitere 
Noxen sowie kalte Luft, Stress und psychische oder auch physische Belastung 
sein (Hallstrand et al., 2005; Jackson et al., 2008; Tatum et al., 2005; Weinberger, 
2003). Der Schweregrad des Anfalls entscheidet über die sich anschließenden 
therapeutischen Maßnahmen. Leicht- bis mittelschwere Anfälle können bei 
gutem Ansprechen der Therapie ambulant behandelt werden. Schwere Anfälle, 
einhergehend mit hoher Atemfrequenz (³25/Minute (min)), hoher Herzfrequenz 
(³110/min) und einer unter 50% des Normalwertes gefallenen maximalen 
Flussgeschwindigkeit der Ausatemluft sollten stationär behandelt werden. 
Lebensbedrohliche Asthmaanfälle zeichnen sich durch eine obstruktiv bedingte 
frustrane Atemarbeit, eine Zyanose und ein Kreislaufversagen mit Bradykardie 
und Hypotension bis hin zum Koma aus. In solchen Fällen kann neben der 
intensiven supportiven und medikamentösen Therapie auch die Intubation und 
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Beatmung sowie die Betreuung des Patienten auf der Intensivstation notwendig 
sein (Bundesärztekammer et al., 2009). 
 
1.1.2 Therapie 
Das momentane Therapiekonzept von Asthma bronchiale basiert hauptsächlich 
auf dem Konzept der Symptomkontrolle. Darunter fällt zum einen die Kontrolle 
der aktuellen Beschwerden und zum anderen die Risikominimierung für die 
weitere Verschlechterung oder das Auftreten akuter Anfälle. Abhängig vom 
Asthmaschweregrad werden die Patienten mit einer Kombination aus wenigen 
unterschiedlichen Medikamenten therapiert. Hierzu zählt bei allen Patienten die 
situative Einnahme eines inhalativen kurzwirksamen b2-Sympathomimetikums 
und bei zunehmendem Schweregrad wird als Dauertherapie mit einer 
Kombination aus langwirksamen b2-Sympathomimetika und inhalativen 
Glucocorticoiden in aufsteigender Dosierung therapiert. Zusätzliche 
Wirkstoffgruppen sind Leukotrien-Rezeptor-Antagonisten, Parasympatholytika 
und in Ausnahmefällen sogenannte Biologicals wie zum Beispiel  
Anti-Immunglobulin (Ig) E- und Anti-Interleukin (IL) 5-Antikörper (Global Initiative 
for Asthma (GINA), 2017). Die Tatsache, dass in den letzten Jahrzehnten nur 
sehr wenig neue Medikamente ihren Weg in die Leitlinien gefunden haben, liegt 
unter anderem an der vielschichtigen und heterogenen Pathophysiologie der 
Erkrankung Asthma bronchiale und der damit verbundenen Schwierigkeit die 
geeignete Patientenuntergruppe für ein neues Therapiekonzept ausfindig zu 
machen. 
 
1.1.3 Epidemiologie 
Epidemiologische Studien konnten zeigen, dass es in den letzten Jahrzehnten 
zu einem weltweiten Anstieg von allergischen Erkrankungen gekommen ist 
(Asher et al., 2006). Mit schätzungsweise ca. 300 Millionen Erkrankten zählt 
Asthma bronchiale zu einer der bedeutendsten Volkskrankheiten weltweit (World 
Health Organization (WHO), 2007). Insbesondere ist eine Zunahme der 
Prävalenz von Asthma bronchiale im Kindesalter zu beobachten (Mallol et al., 
2013), wobei die Summe der vorliegenden Daten für das Erreichen eines 
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Plateaus sprechen (H. R. Anderson et al., 2007). Es wird geschätzt, dass in 
Deutschland ca. 20 bis 30 Millionen Menschen von allergischen Krankheiten 
betroffen sind (Ring et al., 2010). Eine so hohe Anzahl von Erkrankten spiegelt 
sich auch in der sozioökonomischen Belastung des Landes wieder. Die durch 
das Statistische Bundesamt ermittelten Krankheitskosten für Asthma bronchiale 
im Jahr 2015 lagen bei ca. 1,8 Milliarden Euro (Gesundheitsberichterstattung des 
Bundes, 2018). Weltweit betrachtet zeigen sich jedoch Unterschiede in der 
Zunahme der Prävalenz, bzw. nach einem signifikanten Anstieg in den letzten 
Jahrzehnten scheint es in manchen Ländern zu annähernd gleichbleibenden 
Prävalenzen zu kommen. Eine vormals niedrigere Prävalenz in sogenannten 
„Schwellenländern“ im Vergleich zu „industrialisierten Ländern“ scheint sich 
zunehmend anzugleichen. Diese Angleichung der Prävalenzen lässt sich 
aufgrund der geringen zeitlichen Komponente nicht mit genetischen 
Veränderungen der Populationen ausreichend erklären. Vielmehr scheinen 
externe Faktoren der Lebensumstände einen Einfluss auszuüben (Mallol et al., 
2013; Von Mutius, 2010). 
 
1.1.3.1 Die Hygienehypothese 
Als Erklärungsansatz für die aus epidemiologischen Studien gewonnenen 
Ergebnisse wurde Ende der 80er Jahre die Hygienehypothese formuliert. Hiermit 
war ursprünglich gemeint, dass der potentiell infektiöse Kontakt mit 
Familienangehörigen, insbesondere älteren Geschwistern, während der Kindheit 
der Entstehung von allergischen Erkrankungen vorbeuge (Strachan, 1989). Trotz 
der teilweise widersprüchlichen Ergebnisse bezüglich des Einflusses von 
einzelnen Mikroorganismen in der Kindheit auf die Entstehung von atopischen 
Erkrankung (El-Zein et al., 2010; Linneberg et al., 2003), konnte der protektive 
Effekt von niedrigeren hygienischen Standards und der höhere Kontakt mit 
mikrobiellen Komponenten im Rahmen eines landwirtschaftlichen Umfelds in den 
ersten 5 Lebensjahren nachgewiesen werden (Riedler et al., 2001). 
Untersuchungen zwischen unterschiedlichen sozi-ökonomischen 
Bevölkerungsgruppen, wie zum Beispiel der Vergleich von Ost- und 
Westdeutschland sowie zwischen städtischer und ländlicher Bevölkerung, 
belegen diese Annahme und bekräftigen die Hygienehypothese (Braun-
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Fahrländer et al., 1999; Heinrich et al., 2002; T Nicolai et al., 1997; Thomas 
Nicolai et al., 1996). Umgekehrt formuliert kann somit der zunehmende 
Hygienestandard und die damit einhergehende relative Sterilisation der Umwelt 
als Ursache für die Zunahme von Krankheiten des atopischen Formenkreises, 
insbesondere allergischer Erkrankungen, angesehen werden. 
 
1.1.4 Klassifikationen von Asthma bronchiale 
Obwohl die Hygienehypothese ein plausibler Erklärungsansatz für die steigende 
Zahl der Asthmapatienten ist, sind nicht alle an Asthma bronchiale erkrankten 
Patienten dem atopischen Formenkreis zuzuordnen. Schon zu Beginn des  
20. Jahrhunderts begann man damit, das Kollektiv der an Asthma bronchiale 
erkrankten Patienten in unterschiedlich definierte Patientengruppen zu 
unterteilen. Eine grobe Einteilung bezüglich der damaligen Kriterien ist die 
Unterteilung in nicht allergisches (intrinsic) und exogen-allergisches (extrinsic) 
Asthma bronchiale (Rackemann, 1918, 1947). Die nicht allergische, intrinsische 
Form des Asthma bronchiale wurde mit vielen auslösenden Faktoren in 
Verbindung gebracht. In vielen Fällen spiele als Ursache virale Infekte der 
Atemwege und eine sich anschließende, eventuell autoimmunologische 
Reaktion der Lunge eine Rolle. Exogen-allergisches, bzw. extrinsisches Asthma 
bronchiale beruht auf einer IgE-vermittelten Sofortreaktion und anschließende 
zelluläre Spätreaktion der Bronchien auf exogene Pathogene, bzw. Allergene 
(Rackemann, 1918; Walker et al., 1991). Die Immunantwort richtet sich dabei 
gegen eine Vielzahl von prinzipiell nicht pathogenen Strukturen. Hierzu zählen 
unter anderem Gräser- und Blütenpollen, Hausstaubmilben, Tierepithelien, 
Stäube oder auch Schimmelpilze. Bei Patienten mit dieser 
Krankheitsausprägung ist meist eine atopische Prädisposition zu finden (Garn et 
al., 2007). 
Genauer betrachtet, handelt es sich bei den Ausprägungen von intrinsischem 
und extrinsischem Asthma bronchiale um sogenannte Phänotypen. Ein Phänotyp 
bezieht sich auf klinisch relevante und messbare Ausprägungen einer 
Erkrankung ohne die ätiologischen oder pathophysiologischen Mechanismen mit 
einzubeziehen. Ein Phänotyp ergibt sich aus dem Wechselspiel zwischen 
genetischer Prädisposition des Patienten und Umwelteinflüssen (Ciprandi et al., 
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2017). Unterschiedlichste Charakteristika wurden im Laufe der Zeit zur 
Phänotypisierung von Asthma bronchiale herangezogen. Eine der aktuellsten 
und am ehesten Praxis orientierten Einteilung bezieht sich auf den 
Asthmaschweregrad und die Symptomkontrolle (Global Initiative for Asthma 
(GINA), 2017). 
Die Tatsache, dass es sich bei Asthma um eine chronisch entzündliche 
Erkrankung handelt spiegelt sich zum einen in dem oben beschriebenen 
Therapieansatz mit Glucocorticoiden wieder, zum anderen auch in der vom 
vorherrschenden Entzündungsmechanismus abhängigen phänotypischen 
Einteilung von eosinophilem und nicht-eosinophilem Asthma bronchiale (Sally E 
Wenzel, 2006). Diese Phänotypisierung auf Grundlage des vorherrschenden 
Entzündungsmusters konnte auf 4 Typen ausgeweitet werden: eosinophiles-, 
neutrophiles-, gemischt granulozytäres- und pauci-granulozytäres-Asthma 
(Simpson et al., 2006). Als Basis für die unterschiedlichen zellulären 
Entzündungsphänotypen wurden drei grundlegende immunologische 
Mechanismen definiert: Typ 1 (T-Helfer-Zellen Typ 1 (Th1) getrieben),  
Typ 2 (T-Helfer-Zellen Typ 2 (Th2) verursacht) und Typ 3 (T-Helfer-Zellen Typ 17 
(Th17) vermittelt) (Annunziato et al., 2015). Jeder dieser drei Typen besteht 
jeweils aus einer Gruppe von mechanistisch sich gegenseitig beeinflussenden 
Zellen und Zytokinen. Typ 1 umfasst unter anderem Th1-Zellen, Cluster of 
Differentiation (CD) 8+-T-Zellen und natürliche Killerzellen, welche ihre Aktivität 
gegen intrazelluläre Pathogene richten. Mit dem Typ 2 verbundene Aktivität 
richtet sich gegen Parasiten und wird durch das Zusammenspiel von Th2-Zellen, 
B-Zellen und eosinophilen Granulozyten vermittelt. Der maßgeblich durch Th17-
Zellen bestimmte Typ 3 richtet sich gegen extrazelluläre Bakterien und Pilze.  
Eine durch Desai und Oppenheimer auf Grundlage der oben genannten 
immunologischen Mechanismen aufgestellte Klassifikation der 
Asthmaphänotypen beruht auf der Unterteilung von Th2 vermittelten Asthma und 
Nicht-Th2 vermitteltem Asthma. Zum Th2 vermittelten Asthma gehört das „early-
onset allergic Th2 asthma“, das „late-onset persistent eosinophilic asthma“, die 
„allergic bronchopulmonary mycoses“ und das „exercise-induced asthma“. Das 
Nicht-Th2 Asthma besteht aus den Untergruppen „neutrophilic asthma“ und 
„extensive remodelling asthma“ (I. Agache et al., 2012; Desai et al., 2016; Lötvall 
et al., 2011). 
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Verschiedenen T-Helfer-Zell (Th-Zell) -Populationen der Patienten, insbesondere 
den sich gegenseitig beeinflussenden Th1- und Th2-Zellen, ist somit eine 
tragende Rolle in den pathophysiologischen Mechanismen der Erkrankung 
Asthma bronchiale zuzuschreiben. 
 
1.1.5 Pathophysiologie 
Die in ihrer klinischen Ausprägung stark variable Erkrankung Asthma bronchiale 
lässt sich pathophysiologisch auf drei wesentliche Mechanismen reduzieren. 
Erstens eine chronische bronchiale Entzündung (T2HIGH oder T2LOW vermittelt), 
zweitens eine bronchiale Hyperreagibilität und drittens die symptomgebende 
Komponente der bronchialen Obstruktion. Verantwortlich für die bronchiale 
Obstruktion sind ein Bronchospasmus der glatten Bronchialmuskulatur, ein 
Ödem der Bronchialschleimhaut und eine Hyper- bzw. Dyskrinie. Bei Patienten 
mit einer langen Krankheitsgeschichte bzw. mangelhaft therapiertem Asthma 
bronchiale kann sich eine dauerhafte bronchiale Obstruktion als Folge des 
Atemwegs-Remodeling im Zuge der andauernden Inflammation entwickeln 
(Global Initiative for Asthma (GINA), 2017; Russell et al., 2017; Wäsche et al., 
2016). Zur den pathophysiologischen Vorgängen des Atemwegs-Remodeling 
zählen die Becherzellhyperplasie, eine Basalmembranverdickung, epitheliale 
Zellveränderungen, Hypertrophie der glatten Bronchialmuskulatur und der 
Submucosa sowie vermehrte Infiltration von Mastzellen in die glatte 
Bronchialmuskulatur (Berair et al., 2014; Sutcliffe et al., 2012; Wardlaw et al., 
2000). Sowohl der Vorgang des vermehrten Atemwegs-Remodeling als auch die 
bronchiale Hyperreagibilität werden von den pathophysiologischen Vorgängen 
der chronisch bronchialen Entzündung im Sinne einer T2HIGH- oder T2LOW-
Entzündungsreaktion beeinflusst (Russell et al., 2017).  
Das charakteristische Merkmal der T2HIGH-Entzündungsreaktion ist eine starke 
Polarisation hin zur Th2-Zelle. Ausdruck dieser Dominanz ist eine Eosinophilie 
und für Th2-Zellen typisches Interleukinmilieu (IL-4, IL-5 und IL-13). Im 
Gegensatz zur T2HIGH-Entzündungsreaktion sind Th1- und Th17-Zellen die 
Grundlage der T2LOW-Entzündungsreaktion. Häufig ist dieser Entzündungstyp mit 
einer Neutrophilie vergesellschaftet. (Chung et al., 2014; Douwes et al., 2002; 
 Einleitung  
 7 
Eltboli et al., 2013; R. Green et al., 2002; McGrath et al., 2012; S E Wenzel et al., 
1999).  
Eine eosinophile T2HIGH-Entzündungsreaktion ist die pathophysiologische 
Grundlage der meisten Asthma Patienten. Sie stellt die am weitesten verbreitete 
Entzündungsreaktion dar und ist mit dem oben beschriebenen immunologischen 
Mechanismus vom Typ 2 vergleichbar. Bei dieser Ausprägung ist eine starke  
Th-Zell Polarisation hin zur Th2-Zelle nachweisbar. Dem gegenüber steht die als 
T2LOW bezeichnete Entzündungsreaktion, die in ihrer Ausprägung mit dem oben 
genannten immunologischen Mechanismus vom Typ 1 und 3 und somit den  
Th-Zell-Populationen Th1 und Th17 einhergeht (Chung et al., 2014; R. Green et 
al., 2002; McGrath et al., 2012). Zusammenhängend betrachtet kommt den 
unterschiedlichen Th-Zellpopulationen und insbesondere den Th1- und Th2-Zellen 
eine fundamentale Bedeutung bezüglich der Pathophysiologie der Erkrankung 
Asthma bronchiale zu. 
 
 
1.2 Th-Zellen 
Physiologisch sind Th2-Zellen für Ihre Rolle bei der Abwehr von Parasiten 
bekannt und an der Entwicklung und Reifung von B-Zellen beteiligt (Sher et al., 
1990). Sie sind jedoch auch maßgeblich an der Entstehung und 
Aufrechterhaltung von atopischen Erkrankungen, insbesondere Asthma 
bronchiale, beteiligt (Robinson et al., 1992). 
Hauptaufgabe der Th1-Zellen ist die Aktivierung und Beihilfe zur Differenzierung 
von Zellen des Immunsystems, die durch Phagozytose, Lyse oder induzierte 
Apoptose an der Beseitigung von intrazellulären Pathogenen beteiligt sind 
(Spellberg et al., 2001). 
Th17-Zellen wiederum beeinflussen durch ihre sezernierten Zytokine zum einen 
die Differenzierung und das Verhalten von neutrophilen Granulozyten und zum 
anderen die Produktion antimikrobieller Peptide durch Epithelzellen. Über die 
Wirkung auf neutrophile Granulozyten und Epithelien sind Th17-Zellen mit 
verantwortlich für den Schutz gegen extrazelluläre Bakterien und Pilze 
(Annunziato et al., 2015; Ye et al., 2001).  
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Die unkontrollierte Dominanz einzelner Zellpopulationen ist in vielen Fällen die 
Ursache für die Ausprägung bestimmter Krankheitsbilder. Ein  
Th1-Lymphokinprofil findet sich bei organspezifischen Krankheitsbildern wie zum 
Beispiel Multipler Sklerose und Rheumatoider Arthritis, wohingegen ein  
Th2 Lymphokinprofil bei Krankheiten des atopischen Formenkreises wie zum 
Beispiel Atopischer Dermatitis oder allergischem Asthma bronchiale messbar ist 
(Romagnani, 1994). 
Die oben beschriebenen pathophysiologischen Grundlagen zeigen jedoch, dass 
bei der Erkrankung Asthma bronchiale in unterschiedlichen Ausprägungen 
sowohl Th1/Th17-Zellen als auch Th2-Zellen eine Rolle spielen. Somit lassen sich 
unterschiedliche Krankheitsausprägungen von Asthma bronchiale durch die 
unterschiedliche Entwicklung der Th-Zellpopulationen erklären. Ausgehend von 
der naiven Th-Zelle führen unterschiedliche Einflüsse und spezielle Proteine zur 
Entwicklung und Reifung von Th1- oder Th2-Zellen. 
 
1.2.1 Differenzierung von Th1-Zellen 
Induziert wird die Entwicklung von der naiven Th-Zelle zur Th1-Zelle durch den 
Kontakt des T-Zellrezeptor (TCR) mit dem auf Antigenpräsentierenden Zellen 
(APC) über Haupthistokompatibilitätskomplex (MHC) -Klasse-II-Rezeptoren 
präsentierten Antigen. Durch diesen Kontakt werden eine Reihe von 
Signalkaskaden ausgelöst. Effektorproteine sind unter anderem Tyrosinkinasen 
der tec protein tyrosine kinase (tec)-Familie (Rlk/Txk u. Itk) und Mitogen-
aktivierende Proteinkinase (MAP-Kinasen) p38 (Szabo et al., 2003). Eine 
wichtige Rolle spielen kostimulierende Faktoren, ohne die eine vollständige 
Aktivierung und Reifung nicht möglich wäre (Chapoval et al., 2001; Özkaynak et 
al., 2001; Rottman et al., 2001). Ein durch IL-12, IL-18, IL-23, IL-27 und 
Interferon-g geprägtes Zytokinmillieu ist ebenfalls entscheidend für die 
Differenzierung hin zu einer Th1-Zelle (Szabo et al., 2003). Produziert werden 
diese Faktoren von aktivierten Makrophagen und dendritischen Zellen (Abbas et 
al., 1996). Die Interaktion von IL-12 mit dem IL-12-Rezeptor führt zur Aktivierung 
der Transkriptionsfaktoren Signal transducer and activator of transcription 
(STAT) 3 und 4 (Jacobson et al., 1995). Der im folgenden Reifungsprozess 
wichtigste Transkriptionsfaktor ist TBX21 (T-Bet) (Szabo et al., 2000). Der 
 Einleitung  
 9 
Transkriptionsfaktor T-Bet sorgt durch die Aktivierung von Genen für die 
Produktion und Sezernierung des Hauptzytokins Interferon-g sowie IL-2 und 
Tumor-Nekrose-Faktor (TNF) b (O’Garra et al., 2000; Szabo et al., 2000). Das 
Th1 Hauptzytokin Interferon-g ist bei Patienten mit hohem Asthmaschweregrad 
und signifikant bei nicht allergischen Patienten, also am ehesten bei Patienten 
mit einer T2LOW-Entzündungsreaktion, erhöht messbar (Raundhal et al., 2015; 
Truyen et al., 2006; Wisniewski et al., 2017). Im Rahmen eines  
Th1/Th2-Ungleichgewichtes scheint die inhibierende Wirkung von Interferon-g im 
Rahmen der Entwicklung von Th2-Zellen somit eine Auswirkung auf den 
Asthmaschweregrad zu haben (M.-L. Kuo et al., 2001). 
 
1.2.2 Differenzierung von Th2-Zellen 
Die Proliferation und Wirkung von Th2-Zellen ist typisch für die Krankheitsbilder 
des atopischen Formenkreises. Ausgelöst wird diese Differenzierung durch das 
Wechselspiel von mikrobiellen Milieu, Genetik und Umwelt, wobei abhängig von 
Art, Menge und Zeitpunkt der Interaktion mit dem Antigen Krankheit oder 
Toleranz entstehen können (Holgate et al., 2008). Die aktivierte Th2-Zelle ist, 
speziell im Rahmen der Allergieentwicklung, maßgeblich in die Pathogenese der 
chronisch allergischen Erkrankung Asthma bronchiale involviert. 
Neben den oben genannten Faktoren scheinen auch epitheliale Zellen durch die 
Sezernierung von Thymic stromal lymphopoietin (TSLP) und Granulocyte 
macrophage colony-stimulating factor (GM-CSF) und deren Wirkung auf 
dendritische Zellen und Mastzellen einen Einfluss auf die Entwicklung einer Th2-
Antwort zu haben (Holgate, 2007; Medoff et al., 2008). Hauptmechanismus bei 
der Aktivierung von Th-Zellen ist jedoch auch hier der direkte Kontakt zwischen 
TCR und Antigen, welches über MHC-Klasse-II-Rezeptoren auf APCs vermittelt 
wird. Eine Modulation dieser Interaktion wird durch kostimulierende Faktoren 
erreicht. Hier sind sowohl inhibierende als auch aktivierende 
Signalübertragungen möglich. Beispielsweise wirkt die Verbindung von APC-
CD86 mit Cytotoxic T-lymphocyte associated protein 4 (CTLA-4) inhibierend, die 
Interaktion von APC-ständigem CD80 in Kombination mit T-Lymphozyten-CD28 
aktivierend (Lombardi et al., 2010). Kommt es zu einer Stimulation des TCR, wird 
der Transkriptionsfaktor Nuclear factor of activated T-cells 1 (NFAT1) aktiviert 
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und sorgt in Kombination mit IL-4 für eine Expression der nukleären 
Transkriptionsfaktoren GATA binding protein 3 (GATA-3) und STAT6. 
Neben der oben beschriebenen Th2-Aktivierung ist auch eine IL-4 unabhängige 
Aktivierung über Notch-Rezeptoren denkbar, die ebenfalls zu einer Aktivierung 
von GATA-3 führen könnte (Fang et al., 2007). Eine aktivierte und funktionsfähige 
Th2-Zelle lässt sich über ihr produziertes und sezerniertes Zytokinspektrum 
charakterisieren. Hierzu zählen insbesondere IL-4, IL-5 (Mosmann et al., 1986) 
und IL-13 (Minty et al., 1993). 
GATA-3 ist der kritische Regulator der Th2-Entwicklung (Kurata et al., 1999; 
Scheinman et al., 2009; Swain et al., 1990; Zheng et al., 1997). Das im Zytosol 
aktivierte und durch MAP-Kinase p38 phosphorylierte GATA-3 aktiviert 
anschließend im Zellkern Gene auf dem Chromosom 5q31-33, die unter anderem 
für IL-4, IL-5, IL-13 und GM-CSF kodieren (Maneechotesuwan et al., 2007). 
Neben der Aktivierung einzelner Gene inhibiert GATA-3 zusätzlich STAT4 und 
unterbindet somit die Aktivierung von T-Bet durch STAT4, was zur 
Aufrechterhaltung der Th2-Polarisation führt. Umgekehrt kann T-Bet GATA-3 
inhibieren (Grogan et al., 2002). Weitere Transkriptionsfaktoren, wie zum Beispiel 
Activator protein 1 (AP-1), Nuclear factor for interleukin-6 (NF-IL-6) und c-Maf, 
sind ebenfalls an der Entwicklung der Th2-Zelle beteiligt (Nakamura et al., 2005). 
 
 
1.3 Transkriptionsfaktoren der Th-Differenzierung 
Für die Aufrechterhaltung der Differenzierung und Entwicklung hin zur Th2-Zelle 
ist maßgeblich der Transkriptionsfaktor GATA-3 verantwortlich (O’Garra et al., 
2016; C. Wang et al., 2015; Y. Wang et al., 2013). GATA-3 ist ein aus 443 
Aminosäuren bestehendes Zink-Finger-Protein mit einem Molekulargewicht von 
errechneten 47,94 Kilodalton (kD) (NCBI, 2017a; Zhu et al., 2006). 6 GATA 
Transkriptionsfaktoren wurden beim Menschen bisher beschrieben.  
GATA-1 - 3 finden sich am ehesten in hämatopoetischen Zellen, GATA-4 - 6 eher 
in entodermalem Gewebe (Caramori et al., 2001). Untersuchungen bronchialer 
Th-Zellen von Asthmatikern zeigten eine erhöhte GATA-3 Protein- und Boten-
Ribonukleinsäure (mRNA) -Expression (Caramori et al., 2001; Nakamura et al., 
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1999). Sowohl im Maus-Model, als auch in der Untersuchung von humanen  
Th-Zellpopulationen konnte der direkte Zusammenhang zwischen GATA-3 und 
der Entwicklung von Th2-Zellen nachgewiesen werden (Maneechotesuwan et al., 
2007; Pai et al., 2004; Yamashita et al., 2004). Die Regulation von GATA-3 findet 
durch verschiedene Mechanismen und durch unterschiedliche Interaktionen 
statt. Maßgeblich ist hier der Haupttranskriptionsfaktor der Th1-Zell-Entwicklung,  
T-Bet, zu nennen. Ein hemmender Einfluss, auf die durch GATA-3 
aufrechterhaltende Signalkaskade, durch T-Bet ist ebenso nachweisbar, wie 
umgekehrt der inhibierende Einfluss von GATA-3 auf die durch T-Bet vermittelten 
zellulären Entwicklungsschritte (Finotto et al., 2002; Hwang et al., 2005; 
Yoshimoto et al., 2007). 
Das Protein T-Bet ist der entscheidende Transkriptionsfaktor für die 
Differenzierung und, wie oben schon durch den hemmenden Einfluss auf  
GATA-3 erklärt, die Aufrechterhaltung der Polarisation hin zur Th1-Zelle (Hwang 
et al., 2005; Lazarevic et al., 2013; Sallusto, 2016; Szabo et al., 2000). T-Bet, 
auch T-box transcription factor TBX21 genannt, ist ein aus 535 Aminosäuren 
bestehendes Protein mit einem errechneten Molekulargewicht von 58,34 kD 
(NCBI, 2017b). Die T-box transcription factor Familie besteht aus mehr als 20 
Proteinen, die teilweise in verschiedenen Spezies hoch konserviert vorkommen 
(Wilson et al., 2002). 
Mechanistisch binden sowohl T-Bet als auch GATA-3 an spezielle Bereiche der 
Desoxyribonukleinsäure (DNA) um so hemmende und auch aktivierende 
Einflüsse geltend zu machen (Lazarevic et al., 2013). 
Zum einen sind somit die Transkriptionsfaktoren T-Bet und GATA-3 innerhalb 
einer Zelle ausschlaggebend für die Differenzierung und bleibende Polarisation 
der Th-Zellpopulation hin zur Th1- und Th2-Zelle, zum anderen sind die durch Th1- 
und Th2-Zellen ausgelösten immunologischen Mechanismen unter anderem 
Grundlage für die pathophysiologischen Mechanismen und die Einteilung der 
heterogenen Erkrankung Asthma bronchiale. 
 
 
 Einleitung  
 12 
1.4 Hypothesen und Zielsetzung der Arbeit 
Bei der Erkrankung Asthma bronchiale handelt es sich um eine stark heterogene 
Erkrankung, sowohl in ihrer klinischen Ausprägung, als auch bezogen auf die 
zugrundeliegenden pathophysiologischen und immunologischen Mechanismen. 
Therapiert wird Asthma bronchiale jedoch meist sehr einheitlich und 
symptomorientiert. Ein aktueller Forschungsschwerpunkt ist daher die Testung 
neuer, spezifischerer und möglichst kurativer Medikamente und damit verbunden 
auch die Etablierung einer möglichst einfachen und kostengünstigen Methode, 
das große Patientenkollektiv in möglichst eindeutige und therapeutisch relevante 
Untergruppen zu unterteilen.  
Ziel dieser Arbeit war es, ein solches Testsystem zur Diagnostik bzw. 
Stratifizierung von Asthmapatienten durch Messung der Transkriptionsfaktoren 
GATA-3 und T-Bet in humanen Vollblutproben zu generieren.  
Hierzu wurden drei Hypothesen formuliert: die Transkriptionsfaktoren GATA-3 
und T-Bet können unter Verwendung eines Westernblot-Testsystems in 
humanem Vollblut nachgewiesen werden, es gibt qualitative Unterschiede 
zwischen den Messwerten für GATA3 und T-Bet im Vergleich von gesunden und 
kranken Probanden und die Messwerte für GATA-3 und T-Bet nehmen für 
Patientengruppen mit dem gleichen Endotyp vergleichbare Werte an. Im Rahmen 
dieser Arbeit wurde die erste Hypothese überprüft. 
Folgende Fragestellungen sollten hierzu untersucht werden: 
Etablierung und Optimierung eines Testsystems unter Verwendung von 
rekombinantem Protein: 
 - Semi-quantitative Proteinkonzentrationsbestimmung und Beurteilung der 
  Reinheit der rekombinanten Proteine GATA-3 und T-Bet 
 - Nachweis der rekombinanten Proteine GATA-3 und T-Bet mit 
  polyklonalen Antikörpern 
 - Nachweis der rekombinanten Proteine GATA-3 und T-Bet mit 
  monoklonalen Antikörpern 
 - Optimierung der Sensitivität des Testsystems mit monoklonalen 
  Antikörpern durch Variation des 2. Antikörpers und direkter Koppelung 
  des 1. Antikörpers mit Meerrettichperoxidase (HRP) 
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 - Überprüfung der Spezifität der monoklonalen Antikörper 
 
Übertragung des optimierten Testsystems auf humane Vollblutproben: 
 - Nachweis von GATA-3 und T-Bet in humanem Vollblut mit polyklonalen 
  Antikörpern 
 - Nachweis von GATA- 3 und T-Bet in humanem Vollblut mit monoklonalen 
  Antikörpern 
 - Optimierung des Testsystems durch Variation des 2. Antikörpers und 
  direkte Koppelung der monoklonalen Antikörper mit HRP 
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2 Material & Methoden 
2.1 Material 
Tab. 1 Westernblot Geräte 
EasyPhor PAGE Mini-System Biozym Scientific GmbH, Oldendorf, D 
Heraeus BIOFUGE pico Kendro Laboratory Products GmbH, Hanau, D 
Kreis-Schüttler 3015 GFL Gesellschaft für Labortechnik mbH, Burgwedel, D 
Mikroliterspritze 1705 RN Hamilton Bonaduz AG, Bonaduz, CH 
Minishaker MS2 IKA
®-Werke GmbH & Co. KG, 
Staufen, D 
peqPower E0203 250V PEQLAB Biotechnologie GmbH, Erlangen, D 
PerfectBlue Semi-Dry Elektroblotter PEQLAB Biotechnologie GmbH, Erlangen, D 
Rollenmischer RM5 
Glaswarenfabrik Karl Hecht 
GmbH&Co KG, Sondheim vor der 
Rhön, D 
Röntgenkassette Dr. Goos-Supreme GmbH, Heidelberg, D 
Thermocell Cooling&Heating Block Biozym Scientific GmbH, Oldendorf, D 
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Tab. 2 Westernblot Marker 
MagicMark™ XP, Western Protein 
Standard 
Thermo Fisher Scientific Inc., 
Waltham, USA 
Precision Plus, Protein™ Dual Color 
Standards 
BIO-RAD Laboratories Inc., 
Hercules, USA 
Precision Plus, Protein™ WesternC™ 
Standards 
BIO-RAD Laboratories Inc., 
Hercules, USA 
 
 
Tab. 3 Westernblot Materialien 
Amersham Hyperfilm™ ECL GE Healthcare, Little Chalfont, UK 
Bio-Safe™ Coomassie G250 Stain BIO-RAD Laboratories Inc., Hercules, USA 
Chromatography Paper 3MM CHR GE Healthcare, Little Chalfont, UK 
Gelatin from cold water fish skin SIGMA-ALDRICH, Co., St. Louis, USA 
Immobilon®-P Transfer Membrane Merck KGaA, Gernsheim, D 
Pierce ECL Plus Western Blotting 
Substrate 
Thermo Fisher Scientific Inc., 
Waltham, USA 
 
 
Tab. 4 IT 
GIMP 2.8.10 GIMP Development Team 
HP Scanjet 3800 
Hewlett-Packard 
Developmentcompany, L.P., 
Houston, USA 
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Tab. 5 Chemikalien 
2-Mercaptoethanol Carl Roth GmbH & Co. KG, Karlsruhe, D 
Ammoniumperoxodsulfat Carl Roth GmbH & Co. KG, Karlsruhe, D 
Bromphenol Blue SIGMA-ALDRICH, Co., St. Louis, USA 
Developer G150 AGFA-Gevaert N.V., Mortsel, B 
di-Natriumhydrogen-phosphat-
Dihydrat (Na2PO4 - 2H2O) 
Carl Roth GmbH & Co. KG, 
Karlsruhe, D 
Ethanol (absolut) Carl Roth GmbH & Co. KG, Karlsruhe, D 
Ethanol 70% (V/V) Otto Fischar GmbH & Co. KG, Saarbrücken, D 
Ethylendiamintetraessigsäure (EDTA) 
(0,5 molar), pH 8.0 
Otto Fischar GmbH & Co. KG, 
Saarbrücken, D 
Glycerol SIGMA-ALDRICH, Co., St. Louis, USA 
Glycin Carl Roth GmbH & Co. KG, Karlsruhe, D 
H2O-VE Philipps-Universität Marburg, Marburg, D 
IGEPAL® CA-630 SIGMA-ALDRICH, Co., St. Louis, USA 
Kaliumchlorid (KCl) Avantor Performance Materials B.V., Deventer, NL 
Kaliumhydrogenphosphat (KH2PO4) Carl Roth GmbH & Co. KG, Karlsruhe, D 
Manuol Fixing Bath G354 AGFA-Gevaert N.V., Mortsel, B 
Methanol ≥99,8% SIGMA-ALDRICH, Co., St. Louis, USA 
Natriumchlorid (NaCl) Carl Roth GmbH & Co. KG, Karlsruhe, D 
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Natriumdesoxycholat (DOC) Carl Roth GmbH & Co. KG, Karlsruhe, D 
Natriumhydroxid (NaOH) Merck KgaA, Gernsheim, D 
Natriumlaurylsulfat (SDS) ultra pure Carl Roth GmbH & Co. KG, Karlsruhe, D 
Protease-Inhibitor SIGMA-ALDRICH, Co., St. Louis, USA 
Rotiphorese® Gel 30 (37, 5:1) Carl Roth GmbH & Co. KG, Karlsruhe, D 
Salzsäure (HCl) rauchend 37% Carl Roth GmbH & Co. KG, Karlsruhe, D 
Tetramethylethylendiamin (TEMED) SERVA Electrophoresis GmbH, Heidelberg, D 
Trizma® base SIGMA-ALDRICH, Co., St. Louis, USA 
Trizma® hydrochloride SIGMA-ALDRICH, Co., St. Louis, USA 
Tween® 20 Carl Roth GmbH & Co. KG, Karlsruhe, D 
Wasser (H2O GenPure Pro UV) Thermo Electron LED GmbH, Langenselbold, D 
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Tab. 6 Puffer 
10x Phosphatgepufferte Salzlösung (PBS): 
 
 - 80 Gramm (g) NaCl 
 - 2 g KCl 
 - 21,26 g Na2PO4 - 2H2O 
 - 2 g KH2PO4 
 - Mit 2 molarem NaOH auf pH 7,4 einstellen 
 - Auf 1 Liter (l) mit H2O-VE auffüllen 
1x Tween-Phosphatgepufferte Salzlösung (TPBS): 
 
 - 200 Milliliter (ml) 10x PBS 
 - 1800 ml H2O-VE 
 - 10 ml Tween® 20 
4x Probenpuffer: 
 
 - 20 ml 0,5 molares Trizma® hydrochloride (pH 6,8) 
 - 4 g SDS ultra pure 
 - 20 ml Glycerol 
 - 200 Milligramm (mg) Bromphenol Blue 
 - 2,5 ml 2-Mercaptoethanol 
 - 7,5 ml H2O-VE 
10x Laufpuffer: 
 
 - 10 g SDS ultra pure 
 - 30,3 g Trizma® base 
 - 144,1 g Glycerol 
 - 800 ml H2O-VE 
10%-Ammoniumperoxodsulfat: 
 
 - 1 g Ammoniumperoxodsulfat 
 - 10 ml H2O-VE 
Puffer B: 
 
 - 1 g SDS ultra pure 
 - 45,43 g Trizma® base 
 - HCl (pH auf 8,8 einstellen) 
 - Auf 250 ml mit H2O-VE auffüllen 
Puffer C: 
 
 - 1,5 g SDS ultra pure 
 - 9 g Trizma® base 
 - HCl (pH auf 6,8 einstellen) 
 - Auf 250 ml mit H2O-VE auffüllen 
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Radioimmunpräzipitationstest-Puffer (RIPA-Puffer): 
 
 - 3 ml 5 molare NaCl-Lösung 
 - 1 ml 0,5 molares EDTA (pH 8.0) 
 - 5 ml 1 molares Tris (pH 8.0) 
 - 1 ml IGEPAL® CA-630 
 - 5 ml 10% DOC 
 - 1 ml 10% SDS ultra pure 
 - Auf 100 ml mit H2O-VE auffüllen 
 - 2 Tabletten Protease-Inhibitor für 100 ml Puffer 
Semidry-Puffer (Transferpuffer): 
 
 - 11,6 g Trizma® base 
 - 5,8 g Glycin 
 - 0,8 g SDS ultra pure 
 - 400 ml Ethanol (absolut) 
 - Auf 2 l mit H2O-VE auffüllen 
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Tab. 7 Verbrauchsmaterialien 
CELLSTAR® TUBES 15 ml Greiner Bio-One GmbH, Kremsmünster, OÖ 
CELLSTAR® TUBES 50 ml Greiner Bio-One GmbH, Kremsmünster, OÖ 
Eppendorf Reference® 0,5-10 
Mikroliter (μl) 
Eppendorf AG, 
Hamburg, D 
Eppendorf Reference® 10-100 μl Eppendorf AG, Hamburg, D 
Eppendorf Reference® 100-1000 μl Eppendorf AG, Hamburg, D 
epT.I.P.S. Standard/Bulk 0,1-20 μl Eppendorf AG, Hamburg, D 
epT.I.P.S. Standard/Bulk 2-200 μl Eppendorf AG, Hamburg, D 
epT.I.P.S. Standard/Bulk 50-1000 μl Eppendorf AG, Hamburg, D 
NOBAGLOVE®-Latex NOBA Vebandmittel Danz GmbH u. Co. KG, Wetter (Ruhr), D 
pipetus®-akku 100-240 Volt (V) Hirschmann Laborgeräte GmbH&Co.KG; D 
Reagiergefäße 2,0 ml Sarstedt AG & Co. KG, Nürmbrecht, D 
Reaktionsgefäße 3810X, 1,5 ml Eppendorf AG, Hamburg, D 
Serologische Pipette 5 ml Sarstedt AG & Co. KG, Nürmbrecht, D 
Serologische Pipette 10 ml Sarstedt AG & Co. KG, Nürmbrecht, D 
Serologische Pipette 25 ml Sarstedt AG & Co. KG, Nürmbrecht, D 
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2.1.1 Antikörper 
Bei den in Tabelle (Tab.) 8 aufgeführten Primärantikörpern und den in Tab. 9 
aufgeführten Sekundärantikörpern und Molekülen handelt es sich um frei 
verfügbare Antikörper und Moleküle verschiedener Firmen. 
Bei den in Tab. 10 und 11 aufgelisteten Antikörpern handelt es sich um die 
speziell für dieses Projekt von der DRG Instruments GmbH in Auftrag gegebenen 
und von der Firma BioGenes GmbH hergestellten monoklonalen Antikörper zur 
Detektion der humanen Transkriptionsfaktoren GATA-3 und T-Bet. 
Die folgend aufgeführten Abkürzungen beziehen sich auf die Benennung der 
verwendeten Antikörper. Es handelt es sich um einen Auszug aus dem 
eigentlichen Abkürzungsverzeichnis (siehe Abschnitt 6). 
 
Abkürzung  Deutsch / Englisch 
α   anti  
biot   biotinyliert / biotinoylated 
D   Esel / donkey 
G   Ziege / goat 
GATA-3  GATA binding protein 3 
H   Mensch / human 
HIS   polyHistidin / polyHistidine 
HRP   Meerrettichperoxidase / Horseradish peroxidase 
κ   Immunglobulin leichte Kette κ 
M   Maus / mouse 
m   monoklonal / monoclonal  
p   polyklonal / polyclonal  
Pre   präabsorbiert / preabsorbed  
R   Hase / rabbit 
Str   Streptavidin 
T-Bet   TBX21 oder T-box 21 
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Tab. 8 Primärantikörper 
Bezeichnung Firma 
Abkürzung:  anti-(α)-GATA-3-pGαH-biot 
 
Englisch:   polyclonal-Goat-IgG-anti- 
   Human-GATA-3-biotinylated 
 
Deutsch:  polyklonal-Ziege-IgG-anti- 
   Mensch-GATA-3-biotinyliert 
 
Konzentration: 0,2 mg/ml. 
R&D Systems, Inc., 
Minneapolis, USA 
Catalog Number: 
BAF2605 
Abkürzung:  α-T-Bet-pRαH 
 
Englisch:  polyclonal-Rabbit-IgG-anti- 
   Human-T-Bet 
 
Deutsch:  polyklonal-Hase-IgG-anti- 
   Mensch-T-Bet 
 
Konzentration: 0,7 mg/ml 
Abcam plc, 
Cambridge, UK 
Catalog Number: 
ab53174 
Abkürzung:  α-β-Aktin-mMαH 
 
Englisch:  monoclonal-Mouse-IgG-anti- 
   Human-β-Actin 
 
Deutsch:  monoklonal-Maus-IgG-anti- 
   Mensch-β-Aktin 
 
Konzentration: 1,7 mg/ml 
SIGMA-ALDIRCH, 
Co., St. Louis, USA 
Catalog Number: 
A5441 
Abkürzung:  α-HIS-mM 
 
Englisch:  monoclonal-Mouse-IgG-anti- 
   polyHistidine 
 
Deutsch:  monoklonal-Maus-IgG-anti- 
   polyHistidin 
 
Konzentration: 2,5 mg/ml 
SIGMA-ALDIRCH, 
Co., St. Louis, USA 
Catalog Number: 
H1029 
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Tab. 9 Sekundärantikörper und Moleküle 
Bezeichnung Firma 
Abkürzung:  Pre-pRαM-HRP 
 
Englisch:  Preabsorbed-polyclonal-Rabbit- 
   IgG-anti-Mouse-IgG-HRP 
 
Deutsch:  Präabsorbiert-polyklonal-Hase- 
   IgG-anti-Maus-IgG-HRP 
 
Konzentration: 2 mg/ml 
SIGMA-ALDIRCH, 
Co., St. Louis, USA 
Catalog Number: 
SAB3701084 
Abkürzung:  Pre-pGαM-κ-HRP 
 
Englisch:  Preabsorbed-polyclonal-Goat-IgG- 
   anti-Mouse-IgG-Immunglobuline- 
   light-chain-κ--HRP 
 
Deutsch:  Präabsorbiert-polyklonal-Ziege- 
   IgG-anti-Maus-IgG-Immunglobulin- 
   leichte-Kette-κ-HRP 
 
Konzentration: 0,8 mg/ml 
Jackson Immuno 
Research Europe 
Ltd., Ely, UK 
Code Number: 115-
035-174 
Abkürzung:  Pre-pDαR-HRP 
 
Englisch:  Preabsorbed-polyclonal-Donkey- 
   IgG-anti-Rabbit-IgG-HRP 
 
Deutsch:  Präabsorbiert-polyklonal-Esel-IgG- 
   anti-Hase-IgG-HRP 
 
Konzentration: 0,8 mg/ml 
DIANOVA GmbH, 
Hamburg, D 
Bestellnummer: 
711-035-152 
Abkürzung:  Str-HRP 
 
Name:   Streptavidin-PolyHRP 40 
 
Konzentration: 1 mg/ml 
Senova GmbH, 
Weimar, D 
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Tab. 10 Primärantikörper BioGenes 
Bezeichnung Firma 
Abkürzung:  α-T-Bet-mMαH 15-2-5 
 
Englisch:  monoclonal-Mouse-IgG-anti- 
   Human-T-Bet 
 
Deutsch:  monoklonal-Maus-IgG-anti- 
   Mensch-T-Bet 
 
Zell-Klon:  15-2-5 
 
Konzentration: 4,1 mg/ml 
BioGenes GmbH, 
Berlin, D 
Abkürzung:  α-T-Bet-mMαH 16-1-5 
 
Englisch:  monoclonal-Mouse-IgG-anti- 
   Human-T-Bet 
 
Deutsch:  monoklonal-Maus-IgG-anti- 
   Mensch-T-Bet 
 
Zell-Klon:  16-1-5 
 
Konzentration: 3,9 mg/ml 
BioGenes GmbH, 
Berlin, D 
Abkürzung:  α-T-Bet-mMαH 22-3-7 
 
Englisch:  monoclonal-Mouse-IgG-anti- 
   Human-T-Bet 
 
Deutsch:  monoklonal-Maus-IgG-anti- 
   Mensch-T-Bet 
 
Zell-Klon:  22-3-7 
 
Konzentration: 3,9 mg/ml 
BioGenes GmbH, 
Berlin, D 
Abkürzung:  α-T-Bet-mMαH 30-1-5 
 
Englisch:  monoclonal-Mouse-IgG-anti- 
   Human-T-Bet 
 
Deutsch:  monoklonal-Maus-IgG-anti- 
   Mensch-T-Bet 
 
Zell-Klon:  30-1-5 
 
Konzentration: 1,4 mg/ml 
BioGenes GmbH, 
Berlin, D 
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Abkürzung:  α-GATA-3-mMαH 8-2-5 
 
Englisch:  monoclonal-Mouse-IgG-anti- 
   Human-GATA-3 
 
Deutsch:  monoklonal-Maus-IgG-anti- 
   Mensch-GATA-3 
 
Zell-Klon:  8-2-5 
 
Konzentration: 1,25 mg/ml 
BioGenes GmbH, 
Berlin, D 
Abkürzung:  α-GATA-3-mMαH 17-2-2 
 
Englisch:  monoclonal-Mouse-IgG-anti- 
   Human-GATA-3 
 
Deutsch:  monoklonal-Maus-IgG-anti- 
   Mensch-GATA-3 
 
Zell-Klon:  17-2-2 
 
Konzentration: 2 mg/ml 
BioGenes GmbH, 
Berlin, D 
Abkürzung:  α-GATA-3-mMαH 10-7-5 
 
Englisch:  monoclonal-Mouse-IgG-anti- 
   Human-GATA-3 
 
Deutsch:  monoklonal-Maus-IgG-anti- 
   Mensch-GATA-3 
 
Zell-Klon:  10-7-5 
 
Konzentration: 0,7 mg/ml 
BioGenes GmbH, 
Berlin, D 
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Tab. 11 Primärantikörper BioGenes HRP-konjugiert 
Bezeichnung Firma 
Abkürzung:  α-T-Bet-mMαH-HRP 22-3-7 
 
Englisch:  monoclonal-Mouse-IgG-anti- 
   Human-T-Bet-HRP 
 
Deutsch:  monoklonal-Maus-IgG-anti- 
   Mensch-T-Bet-HRP 
 
Zell-Klon:  22-3-7 
 
Konzentration: 15,5 Mikrogramm (µg)/ml 
BioGenes GmbH, 
Berlin, D 
Abkürzung:  α-T-Bet-mMαH-HRP 30-1-5 
 
Englisch:  monoclonal-Mouse-IgG-anti- 
   Human-T-Bet-HRP 
 
Deutsch:  monoklonal-Maus-IgG-anti- 
   Mensch-T-Bet-HRP 
 
Zell-Klon:  30-1-5 
 
Konzentration: 71,7 µg/ml 
BioGenes GmbH, 
Berlin, D 
Abkürzung:  α-GATA-3-mMαH-HRP 10-7-5 
 
Englisch:  monoclonal-Mouse-IgG-anti- 
   Human-T-Bet-HRP 
 
Deutsch:  monoklonal-Maus-IgG-anti- 
   Mensch-T-Bet-HRP 
 
Zell-Klon:  10-7-5 
 
Konzentration: 110,5 µg/ml 
BioGenes GmbH, 
Berlin, D 
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2.1.2 Proben 
Die rekombinanten Proteine GATA-3 und T-Bet wurden von den Firmen 
Trenzyme GmbH und Abnova Corporation bezogen (siehe Tab. 12). 
Das Gesamtprotein aus den Zelltypen Jurkat und Humane Bronchialepithelzellen 
(HBE) sind innerhalb der Forschungsabteilung des Instituts für 
Laboratoriumsmedizin und Pathobiochemie, Molekulare Diagnostik bereitgestellt 
worden (siehe Tab. 13). Bei Jurkat-Zellen handelt es sich um immortalisierte, 
humane T-Lymphozyten und bei HBE-Zellen um epitheliale Zellen aus dem 
Respirationstrakt im Bereich der Trachea.  
Die humanen Vollblutproben gesunder Blutspender wurden von dem Institut für 
Laboratoriumsmedizin und Pathobiochemie, Molekulare Diagnostik der 
Universität Marburg für diese Arbeit zur Verfügung gestellt.  
 
Tab. 12 Rekombinante Proteine 
Bezeichnung Konzentration Firma 
GATA-3 1,4 μg/μl Trenzyme GmbH, Konstanz, D 
GATA-3 40 Nanogramm (ng)/μl Abnova Corporation, Taipeh, RC 
T-Bet 1,7 μg/μl Trenzyme GmbH, Konstanz, D 
T-Bet 20 ng/μl Abnova Corporation, Taipeh, RC 
 
Tab. 13 Gesamtprotein der Zelltypen 
Gesamtprotein der Zelltypen Konzentration 
Jurkat 9,7 μg/μl 
HBE 5,6 μg/μl 
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2.2 Methoden 
2.2.1 Westernblot 
Die mit 70% Ethanol gereinigten Glasplatten des EasyPhor PAGE Mini-Systems 
wurden zuerst mit 5,3 ml Trenngel (siehe Tab. 14) befüllt und anschließend mit 
Wasser (H2O GenPure Pro UV) beschichtet. Nach dem Aushärten des Trenngels 
wurde das Wasser verworfen und die Kammer bis zum Rand mit Sammelgel 
(siehe Tab. 15) befüllt. Anschließend wurden die Kämme eingeführt. Nachdem 
die Gelstation in die Kammer überführt wurde, wurde diese innen und außen mit 
1x Laufpuffer (siehe Tab. 6) befüllt. Die Kämme wurden entfernt. 
 
Tab. 14 Trenngel 
Reagenz Menge (für 2 Gele) 
10%-Ammoniumperoxodsulfat 80 μl 
Wasser (H2O GenPure Pro UV) 6,7 ml 
Puffer B 4 ml 
Rotiphorese 30 5,3 ml 
TEMED 10 μl 
 
Tab. 15 Sammelgel 
Reagenz Menge (für 2 Gele) 
10%-Ammoniumperoxodsulfat 20 μl 
Wasser (H2O GenPure Pro UV) 2,8 ml 
Puffer C 1,2 ml 
Rotiphorese 30 720 μl 
TEMED 8 μl 
 
Die in 1,5 ml Reaktionsgefäßen vorgelegten Proben wurden mit 2x Probenpuffer 
(siehe Tab. 6) auf 25 μl aufgefüllt. Humane Vollblutproben wurden 1:2 mit  
RIPA-Puffer (siehe Tab. 6) lysiert und anschließend auf 1:10 mit 1x PBS (siehe 
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Tab. 6) eingestellt, bevor diese mit 1x Probenpuffer auf 25 µl aufgefüllt wurden. 
Vor der Denaturierung wurden die Proben mit dem Minishaker MS2 vollständig 
durchmischt. Nach 10 Minuten denaturieren bei 95 Grad Celsius (°C) (Thermocell 
Cooling&Heating Block) und anschließender Zentrifugation für  
10 Sekunden (sec) (Heraeus BIOFUGE pico), wurden die Proben und der Marker 
(siehe Tab. 2) mit einer Mikroliterspritze in die Geltaschen überführt. An das Gel 
wurde im Anschluss für ca. 2 Stunden eine Spannung von 80 Volt (V) angelegt. 
Anschließend wurden die Gele aus der Apparatur gelöst und für 15 Minuten in 
Semidry-Puffer (siehe Tab. 6) gewaschen. Parallel wurde die  
Immobilon®-P Transfer-Membran für eine Minute in reinem Methanol aktiviert, mit 
Wasser (H2O GenPure Pro UV) gewaschen und ebenfalls für 15 Minuten in 
Semidry-Puffer inkubiert. Um die Proteine vom Gel auf die Transfer-Membran zu 
übertragen wurden im Elektro-Blotter (PerfectBlue Semi-Dry Elektroblotter) drei, 
in Semidry-Puffer getränkte Chromatography Paper, die wie oben beschrieben 
vorbereitete Transfer-Membran, das Gel und erneut drei in Semidry-Puffer 
getränkte Chromatography Paper geschichtet. Die Proteine wurden bei 12 V für 
15 Minuten auf die Membran übertragen. Anschließendes Trocknen der Transfer-
Membran fixierte die Proteine auf der Membran. 
 
2.2.2 Coomassie-Brillant-Blau-Färbung 
Die vorangehenden Arbeitsschritte bis zur Färbung des Gels mit Coomassie-
Lösung sind mit denen aus Abschnitt 2.2.1, inklusive der Anlage einer Spannung 
von 80 V für ca. 2 Stunden, identisch. 
Das Gel wurde nach der Entnahme aus der Gelstation dreimal für 5 - 10 Minuten 
mit Wasser (H2O GenPure Pro UV) gewaschen, anschließend mit Coomassie-
Lösung vollständig bedeckt und für mindestens 1 - 2 Stunden dort belassen. 
Nach dreimaligem Waschen mit Wasser (H2O GenPure Pro UV) konnte die 
Färbung beurteilt werden.  
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2.2.3 Antikörperfärbung und Detektion 
Anschließend an den Abschnitt 2.2.1 wurde die Transfer-Membran für die 
Antikörperfärbung und Detektion weiter vorbereitet. 
Die getrocknete Transfer-Membran wurde mit reinem Methanol reaktiviert und 
kurz mit Wasser (H2O GenPure Pro UV) gewaschen. Pro Membran wurden  
25 ml einer 5%igen Fischgelatine-1x TPBS Lösung (siehe Tab. 6) hergestellt und 
die Membran mit dieser Lösung auf einem Kreis-Schüttler für 30 Minuten 
geblockt. Anschließend wurde dreimal für 15 Minuten mit 1x TPBS auf dem Kreis-
Schüttler gewaschen. Danach wurde die Membran in einem 50 ml CELLSTAR® 
TUBE über Nacht bei 4 °C auf dem Rollenmischer mit dem 1. Antikörper inkubiert 
(siehe Tab. 8, Tab. 10 und Tab. 11). Am darauffolgenden Tag wurde die Transfer-
Membran erneut dreimal für 15 Minuten mit 1x TPBS auf dem Kreis-Schüttler 
gewaschen, für 2 Stunden in einem 50 ml CELLSTAR® TUBE auf dem 
Rollenmischer mit dem 2. Antikörper (siehe Tab. 9) inkubiert und anschließend 
zweimal 15 Minuten mit 1x TPBS und einmal für 15 Minuten mit  
1x PBS gewaschen. 
Sollte die gleiche Transfer-Membran später ein zweites Mal mit einem Antikörper 
inkubiert werden, so wurde die Membran wie folgt vorbereitet. Die getrocknete 
Membran wurde mit reinem Methanol für eine Minute reaktiviert und danach kurz 
mit Wasser (H2O GenPure Pro UV) gewaschen. Anschließend wurde, abhängig 
von der Stärke des ursprünglichen Signals, 5 - 15 Minuten mit 0,2 molaren NaOH 
inkubiert und anschließend mit Wasser (H2O GenPure Pro UV) und danach für 
10 Minuten mit 1x TPBS gewaschen. Nach erneutem Blocken mit  
5%iger Fischgelantine-1x TPBS Lösung wurde dreimal 15 Minuten mit 1x TPBS 
gewaschen und wieder mit den gewünschten Antikörpern nach obigen Schema 
inkubiert. 
Für die Detektion wurde pro Transfer-Membran jeweils 2 ml Färbelösung (Pierce 
ECL Plus Western Blotting Substrate) gleichmäßig auf die Membran pipettiert. 
Nach 5 Minuten unter Ausschluss von Lichtexposition wurde die überschüssige 
Flüssigkeit mit Papiertüchern entfernt und die Transfer-Membran in die 
Röntgenkassette überführt. Je nach Bedarf wurde in der Dunkelkammer der 
Röntgenfilm (Amersham Hyperfilm™ ECL) zwischen 15 Sekunden bis  
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30 Minuten belichtet und anschließend von Hand entwickelt (Developer G150), 
fixiert (Manuol Fixing Bath G354) und gewaschen. 
Zur weiteren Dokumentation und Archivierung wurden die belichteten und 
entwickelten Röntgenfilme mit einem Scanner digitalisiert und anschließend mit 
einem Bildbearbeitungsprogramm bearbeitet (siehe Tab. 4).  
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3 Ergebnisse 
Ziel der vorliegenden Arbeit war die Etablierung eines Westernblot-Systems für 
den Nachweis von GATA-3 und T-Bet, im Rahmen des Förderprogramms 
„Zentrales Innovationsprogramm Mittelstand“ des Bundesministeriums für 
Wirtschaft und Technologie (BMWi), als Kooperationsprojekt zwischen dem 
Institut für Laboratoriumsmedizin und Pathobiochemie - Molekulare Diagnostik 
der Philipps-Universität Marburg und der DRG Instruments GmbH. Hierzu wurde 
die Methode zunächst für den Nachweis der rekombinanten Proteine GATA-3 
und T-Bet optimiert und anschließend auf humanes Vollblut übertragen. Parallel 
zu dieser Arbeit entwickelte die DRG Instruments GmbH einen Enzyme-linked 
Immunosorbent Assay (ELISA) zur Messung von humanem GATA-3 und 
humanem T-Bet. Die sowohl in dieser Arbeit als auch von der DRG Instruments 
GmbH verwendeten rekombinanten Proteine GATA-3 und T-Bet wurden im 
Auftrag der DRG Instruments GmbH von der Firma Trenzyme GmbH hergestellt. 
Mit Hilfe dieser rekombinanten Proteine stellte die Firma BioGenes GmbH im 
Auftrag der DRG Instruments GmbH speziell für dieses Projekt monoklonale 
Maus-Antikörper gegen GATA-3 und T-Bet her. Sowohl die rekombinanten 
Proteine als auch die monoklonalen Maus-Antikörper wurden im Rahmen dieser 
Arbeit auf Ihre Qualität und Spezifität hin untersucht. 
Zu Beginn dieser Arbeit war durch Vorarbeit innerhalb der Arbeitsgruppe bereits 
ein auf polyklonalen Antikörpern basierendes Westernblot-Nachweissystem für 
GATA-3 und T-Bet in Gesamtprotein aus Zelltypen, Vollblut und für beide 
rekombinanten Proteine etabliert worden. 
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3.1 Nachweis der rekombinanten Proteine GATA-3 und T-Bet 
3.1.1 Coomassie-Brillant-Blau-Färbung 
Zunächst wurden die rekombinanten Proteine GATA-3 und T-Bet in 
unterschiedlicher Menge parallel auf ein Gel aufgetragen und im Anschluss mit 
einer Coomassie-Brillant-Blau-Lösung eingefärbt, um semi-quantitativ die 
Proteinkonzentration sichtbar zu machen und zusätzlich die Reinheit der Probe 
beurteilen zu können. Aufgetragen wurde rekombinantes Protein aus jeweils zwei 
unterschiedlichen Herstellungsansätzen, um eventuelle Qualitätsunterschiede 
für die weitere Verwendung ausschließen zu können. 
 
 
 
In Abbildung (Abb.) 1 ist die Coomassie-Brillant-Blau-Färbung des Gels zu 
sehen. Für GATA-3 wurden auf der linken Seite zwei unterschiedliche 
Konzentrationen des ersten Produktionsansatzes und drei unterschiedliche 
Konzentrationen des zweiten Produktionsansatzes aufgetragen. Auf der rechten 
Seite wurde nach dem gleichen Schema das rekombinante Protein T-Bet 
aufgetragen. Mit Pfeilen ist die Höhe, auf der jeweils GATA-3 und T-Bet zu 
detektieren sind, markiert. Das rekombinante Protein GATA-3 ist bei ca. 50 kD 
zu detektieren, das rekombinante Protein T-Bet bei ca. 70 kD. Das molekulare 
Gewicht der Bande entspricht jeweils den Angaben des Herstellers. Unterhalb 
Abb. 1 Coomassie-Brillant-Blau-Färbung 
 Es wurde rekombinantes Protein GATA-3 (1 - 5) des 2. Ansatzes (b) und des  
 1. Ansatzes (a) sowie rekombinantes Protein T-Bet (6 - 10) des 2. Ansatzes (b) 
 und des 1. Ansatzes (a) aufgetragen. Das mit Coomassie-Lösung behandelte 
 10%ige Polyacrylamid-Gel zeigt bei ca. 50 kD Banden für GATA-3 (è) und bei 
 ca. 70 kD Banden für T-Bet (ç). 
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von GATA-3 und T-Bet sind weitere Proteinfragmente angefärbt worden. Dieses 
individuelle Muster war auch in den folgenden Versuchen reproduzierbar und 
wird aus diesem Grund dort nicht weiter beschrieben. Am ehesten handelt sich 
hierbei um Degradierungsprodukte und/oder Verunreinigungen mit bakteriellem 
Protein aus dem Expressionssystem bei der Herstellung durch die Firma 
Trenzyme GmbH. Vergleicht man die Ergebnisse der unterschiedlichen 
Produktionsansätze für GATA-3 und T-Bet, so ist kein Qualitätsunterschied zu 
erkennen. Ab einer Menge von 4,2 μg Protein für GATA-3 und 1,7 μg für T-Bet 
ist eine prominente Bande zu sehen. Mit steigender Konzentration des 
rekombinanten Proteins nimmt auch die Intensität der Banden entsprechend zu. 
 
3.1.2 Nachweis der rekombinanten Proteine GATA-3 und T-Bet mit 
polyklonalen Antikörpern 
Neben der Coomassie-Brillant-Blau-Färbung wurden die rekombinanten Proteine 
GATA-3 und T-Bet mit dem schon etablierten polyklonalen Antikörper-System im 
Westernblot nachgewiesen. Zum Nachweis von GATA-3 wurde der Antikörper 
polyklonal-Ziege-IgG-anti-Mensch-GATA-3-biotinyliert (anti-(α)-GATA-3-pGαH-
biot) in Kombination mit dem Protein Streptavidin-PolyHRP 40 (Str-HRP) 
verwendet. Bei Str-HRP handelt es sich um das Protein Streptavidin, welches mit 
HRP als Signalgeber für die Detektion konjugiert wurde. Da Streptavidin in der 
Lage ist Biotin zu binden, kann so der biotinylierte 1. Antikörper detektiert werden. 
Für den Nachweis von T-Bet wurde der Antikörper polyklonal-Hase-IgG-anti-
Mensch-T-Bet (α-T-Bet-pRαH) in Kombination mit dem Antikörper 
Präabsorbiert-polyklonal-Esel-IgG-anti-Hase-IgG-HRP (Pre-pDαR-HRP) 
verwendet. 
Zunächst wurde die Spezifität der Antikörper-Pärchen unter Verwendung von 
rekombinantem Protein gezeigt. 
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In Abb. 2 ist die Struktur der Banden mit denen der Commassie-Brillant-Blau-
Färbung in Abb. 1 vergleichbar. Abb. 2A zeigt das rekombinante Protein  
GATA-3 in zwei unterschiedlichen Konzentrationen, die Abb. 2B zeigt nach dem 
gleichen Schema das rekombinante Protein T-Bet. Für GATA-3 ist bei ca. 50 kD 
eine Bande zu sehen, für T-Bet bei ca. 70 kD. Zusätzlich nachgewiesenes Protein 
unterhalb der oben genannten Bande ähnelt dem Protein-Muster der Coomassie-
Brillant-Blau-Färbung aus Abb. 1. Da diese Protein-Strukturen nicht nur in der 
Coomassie-Brillant-Blau-Färbung, sondern auch unter Verwendung der 
Antikörper sichtbar sind, ist anzunehmen, dass es sich hierbei um Fragmente 
und/oder Degradierungsprodukte der rekombinanten Proteine handelt.  
Geringere Mengen Protein lassen sich im Westernblot als schwächere Bande 
wiederfinden. Abhängig von der Menge an aufgetragenem Protein ist somit auch 
die Intensität der Banden unterschiedlich. Die Bande bei 70 kD für T-Bet und die 
Bande bei 50 kD für GATA-3 konnten bestätigt werden.  
Zur Überprüfung der Spezifität des 2. Antikörpers wurde eine Negativkontrolle 
angefertigt. Mit dem Begriff „Negativ-Kontrolle“ ist in dieser Arbeit gemeint, dass 
Abb. 2 Nachweis der rekombinanten Proteine GATA-3 und T-Bet mit 
 polyklonalen Antikörpern 
 (A) Rekombinantes Protein GATA-3 wurden bei ca. 50 kD (ç) mit  
 α-GATA-3-pGαH-biot 1:1000 in Verbindung mit Str-HRP 1:5000 
 nachgewiesen. (B) Rekombinantes Protein T-Bet wurden bei ca. 70 kD (ç) mit 
 α-T-Bet-pRαH 1:750 in Verbindung mit Pre-pDαR-HRP 1:15.000 
 nachgewiesen. 10%iges Polyacrylamid-Gel 
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bei exakt der gleichen Versuchsdurchführung ohne den 1. Antikörper gearbeitet 
wird, um eine unspezifische Detektion durch den 2. Antikörper ausschließen zu 
können. 
Die Negativ-Kontrollen für Str-HRP und Pre-pDαR-HRP sind negativ (Ergebnis 
nicht gezeigt). Es konnte nachgewiesen werden, dass die 2. Antikörper nicht 
unspezifisch mit Protein reagieren und ein Nachweis der spezifischen Proteine 
nur in Gegenwart der 1. Antikörper erfolgt. 
 
3.1.3 Nachweis der rekombinanten Proteine GATA-3 und T-Bet mit 
monoklonalen Maus-Antikörpern 
Alternativ zu den getesteten polyklonalen Antikörpern wurden monoklonale 
Antikörper der Firma BioGenes GmbH für die Detektion von GATA-3 und T-Bet 
im Westernblot getestet. 
Die zur Generierung der monoklonalen Antikörper verwendeten Tiere wurden mit 
den rekombinanten Proteinen GATA-3 und T-Bet der Firma Trenzyme GmbH 
immunisiert. Von der Firma BioGenes GmbH wurden anschließend  
4 monoklonale Maus-Antikörper zur Detektion des humanen 
Transkriptionsfaktors GATA-3 und 6 monoklonale Maus-Antikörper zur Detektion 
des humanen Transkriptionsfaktors T-Bet an die DRG Instruments GmbH 
geliefert. Diese 10 monoklonalen Antikörper wurden von der DRG Instruments 
GmbH auf deren optimale Verwendbarkeit im Rahmen des ELISA-Testsystems 
hin untersucht. So wurden 3 monoklonale Antikörper zur Detektion von GATA-3 
und 4 monoklonale Antikörper zur Detektion von T-Bet zur weiteren Verwendung 
ausgewählt. Diese Antikörper wurden von der DRG Instruments GmbH zur 
Entwicklung des ELISA-Testsystems und im Rahmen dieser Arbeit zur 
Etablierung des Westernblot-Nachweisverfahrens eingesetzt. 
Verwendet wurden hier für die Detektion von GATA-3 und T-Bet die Antikörper 
monoklonal-Maus-IgG-anti-Mensch-GATA-3 (α-GATA-3-mMαH) 17-2-2 und 
monoklonal-Maus-IgG-anti-Mensch-T-Bet (α-T-Bet-mMαH) 16-1-5 jeweils in 
Verbindung mit Präabsorbiert-polyklonal-Hase-IgG-anti-Maus-IgG-HRP (Pre-
pRαM-HRP). 
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In Abb. 3A ist das Ergebnis für das rekombinante Protein GATA-3 und in Abb. 3B 
für T-Bet zu sehen. Abb. 3C zeigt die Negativ-Kontrolle von Pre-pRαM-HRP. Die 
Position der detektierten Banden entspricht denen aus 3.1.1 und 3.1.2 mit einer 
bei ca. 50 kD gelegenen Bande für das rekombinante Protein GATA-3 und einer 
bei ca. 70 kD sichtbaren Bande für das rekombinante Protein T-Bet. 
Der Nachweis von rekombinantem Protein GATA-3 (Abb. 3A) gelang nur für  
280 ng, nicht jedoch für 140 ng Gesamtprotein. Die Bande bei ca. 50 kD 
repräsentiert GATA-3. Für die hier verwendete Antikörperpaarung liegt die 
Nachweisgrenze von rekombinantem Protein GATA-3 zwischen 140 ng und  
280 ng rekombinantem Protein. Im weiteren Verlauf wurde diesbezüglich mit 
größeren Probenmengen bei der Verwendung von monoklonalen Antikörpern 
gearbeitet. T-Bet (Abb. 3B) war bei ca. 70 kD konzentrationsabhängig 
nachweisbar. 
Abb. 3  Nachweis der rekombinanten Proteine GATA-3 und T-Bet mit 
 monoklonalen Antikörpern und Pre-pRαM-HRP 
 (A) 280 ng (2), jedoch nicht 140 ng (1) rekombinantes Protein GATA-3 konnten 
 bei ca. 50 kD (ç) mit α-GATA-3-mMαH 17-2-2 1:2000 in Verbindung mit  
 Pre-pRαM-HRP 1:7500 nachgewiesen werden. (B) Rekombinantes Protein  
 T-Bet wurde bei ca. 70 kD (ç) mit α-T-Bet-mMαH 16-1-5 1:4000 in Verbindung 
 mit Pre-pRαM-HRP 1:7500 nachgewiesen. (C) Die Negativ-Kontrolle von  
 Pre-pRαM-HRP 1:7500 zeigt keine Banden. 10%iges Polyacrylamid-Gel 
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Die Negativ-Kontrolle (Abb. 3C) von Pre-pRαM-HRP war bei einer 
Belichtungszeit von bis zu 30 Minuten negativ. Es zeigte sich keine unspezifische 
Reaktion des 2. Antikörpers mit Protein aus der Probe und eine spezifische 
Reaktion in Kombination mit den monoklonalen Maus-Antikörpern. 
 
3.1.4 Nachweis der rekombinanten Proteine GATA-3 und T-Bet mit 
monoklonalen Maus Antikörpern unter Variation des 2. Antikörpers 
Im Unterschied zu dem in 3.1.3 beschriebenen Versuch wurde im weiteren 
Vorgehen der 2. Antikörper durch Präabsorbiert-polyklonal-Ziege-IgG-anti-Maus-
IgG-Immunglobulin-leichte-Kette-κ-HRP (Pre-pGαM-κ-HRP) ersetzt. Grund für 
die Verwendung eines alternativen 2. Antikörpers, der spezifisch gegen die 
leichte Kette von Maus-Immunglobulinen gerichtet ist, war die Präsenz eines 
unspezifischen Signals in der Negativ-Kontrolle von Pre-pRαM-HRP während der 
Arbeit mit humanen Vollblutproben (siehe Abschnitt 3.3.4). Da unter Verwendung 
eines denaturierenden Gels die schwere Kette der Immunglobuline, mit einem 
Gewicht von ca. 50 kD, auf gleicher Höhe läuft wie die zu untersuchenden 
Transkriptionsfaktoren GATA-3 und T-Bet, sollte so eine mögliche 
Signalgenerierung durch den 2. Antikörper vermindert, bzw. vermieden werden. 
In aufsteigenden Konzentrationsschritten sind in Abb. 4A bei ca. 50 kD die an 
Intensität zunehmenden Banden für GATA-3 zu sehen. In Abb. 4B wurden 
unterschiedliche Konzentrationen von rekombinantem Protein T-Bet 
aufgetragen. Die Bande für T-Bet ist hier bei ca. 70 kD zu finden und zeigt die 
aufsteigende Konzentration der Probe durch Zunahme der Intensität an. 
Die Negativ-Kontrolle von Pre-pGαM-κ-HRP zeigt keine Banden und somit keine 
unspezifische Signalamplifikation (Ergebnis nicht gezeigt), bei gleichzeitig 
spezifischer Signalgebung unter Verwendung der monoklonalen Maus-
Antikörper. 
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Abb. 4  Nachweis der rekombinanten Proteine GATA-3 und T-Bet mit 
 monoklonalen Antikörpern und Pre-pGαM-κ-HRP 
 (A) Rekombinantes Protein GATA-3 ist bei ca. 50 kD (ç) mit 
 α-GATA-3-mMαH 17-2-2 1:2000 in Verbindung mit  
 Pre-pGαM-κ-HRP 1:5000 nachweisbar. (B) Rekombinantes Protein T-Bet ist 
 bei ca. 70 kD (ç) mit α-T-Bet-mMαH 30-1-5 1:2000 in Verbindung mit  
 Pre-pGαM-κ-HRP 1:5000 nachweisbar. 10%iges Polyacrylamid-Gel 
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3.1.5 Nachweis der rekombinanten Proteine GATA-3 und T-Bet mit HRP 
konjugierten monoklonalen Maus-Antikörpern 
Um das System zu vereinfachen und die Anzahl der möglichen Fehlerquellen 
durch eine unspezifische Signaldarstellung durch den 2. Antikörper zu 
minimieren, wurden einige monoklonale Maus-Antikörper von der  
DRG Instruments GmbH direkt mit HRP konjugiert, um auf einen 2. Antikörper 
verzichten zu können.  
Verwendet wurden hier die Antikörper monoklonal-Maus-IgG-anti-Mensch-T-Bet-
HRP (α-GATA-3-mMαH-HRP) 10-7-5 und monoklonal-Maus-IgG-anti-Mensch- 
T-Bet-HRP (α-T-Bet-mMαH-HRP) 22-3-7. 
 
 
 
In Abb. 5A wurden zwei unterschiedliche Konzentrationen des rekombinanten 
Proteins GATA-3 aufgetragen und in Abb. 5B ebenfalls in aufsteigender 
Konzentration das rekombinante Protein T-Bet. In Abb. 5A ist auf Höhe von  
ca. 50 kD die Bande für GATA-3 zu sehen und in Abb. 5B bei ca. 70 kD die Bande 
Abb. 5  Nachweis der rekombinanten Proteine GATA-3 und T-Bet mit HRP 
 konjugierten monoklonalen Antikörpern 
 (A) Rekombinantes Protein GATA-3 ist bei ca. 50 kD (ç) mit  
 α-GATA-3-mMαH-HRP 10-7-5 1 μg/ml nachweisbar. (B) Rekombinantes 
 Protein T-Bet lässt sich bei ca. 70 kD (ç) mit  
 α-T-Bet-mMαH-HRP 22-3-7 1 μg/ml nachweisen. 10%iges Polyacrylamid-Gel 
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für T-Bet. Es wird eine ausreichend gute Signalstärke durch die HRP konjugierten 
Antikkörper auch ohne Verwendung eines 2. Antikörpers erreicht.  
Das Protein-Muster unterhalb der Banden bei ca. 50 und 70 kD ist auch in diesem 
Versuch sichtbar. Die negativen Negativ-Kontrollen aus den vorherigen 
Versuchen in Kombination mit dem sichtbaren Protein-Muster in diesem Versuch 
spricht für eine Bindung der monoklonalen Maus-Antikörper an Proteine und/oder 
Proteinfragmente in den hier verwendeten Proben der rekombinanten Proteine 
GATA-3 und T-Bet. 
 
 
3.2 Sensitivitäts- und Spezifitätsprüfung der monoklonalen 
Maus-Antikörper 
Die monoklonalen Maus-Antikörper der Firma BioGenes GmbH wurden mit Hilfe 
der folgenden Versuche, unter Verwendung der rekombinanten Proteine der 
Firma Trenzyme GmbH und auch unter Verwendung von rekombinantem Protein 
GATA-3 und T-Bet der Firma Abnova Corporation, auf ihre Kreuzreaktivität und 
Targetspezifität hin untersucht. 
 
3.2.1 Nachweis der rekombinanten Proteine GATA-3 und T-Bet 
unterschiedlicher Hersteller mit monoklonalen Maus-Antikörpern 
Um zu überprüfen, dass die BioGenes Antikörper nicht nur das rekombinante 
Protein, gegen welches Sie hergestellt wurden (Trenzyme GmbH), erkennen, 
wurde zum Vergleich rekombinantes Protein der Firma Abnova Corporation auf 
ein Gel aufgetragen und im Westernblot detektiert. 
In Abb. 6A - D ist jeweils rekombinantes Protein der Firma Abnova Corporation 
und Trenzyme GmbH aufgetragen worden. Die Abb. 6A und B zeigt den 
Nachweis von rekombinantem Protein GATA-3, die Abb. 6C und D den Nachweis 
von rekombinantem Protein T-Bet. Es wurde für beide Proteine mit HRP und nicht 
HRP konjugierten Antikörpern gearbeitet.  
Für keinen monoklonalen Maus-Antikörper konnte eine Bindung an 
rekombinantes Protein GATA-3 der Firma Abnova Corporation gezeigt werden. 
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Für das rekombinante Protein GATA-3 der Firma Trenzyme ist eine Bande bei 
ca. 50 kD zu sehen. Sowohl in Abb. 6C als auch in Abb. 6D ist für die 
rekombinanten Proteine der Firmen Abnova Corporation und Trenzyme ein 
Signal zu sehen. Für das rekombinante Protein T-Bet der Firma Trenzyme GmbH 
bei ca. 70 kD. Für das rekombinante Protein T-Bet der Firma Abnova Corporation 
ist bei ca. 80 kD, entsprechend der Angaben des Herstellers, eine Bande 
sichtbar. Die zusätzliche Bande bei ca. 100 kD oberhalb des rekombinanten 
Proteins T-Bet der Firma Abnova Corporation wird von Seiten des Herstellers 
nicht weiter erläutert. Da sich diese Bande bei ca. 100 kD unter Verwendung der 
monoklonalen Maus-Antikörper zeigt, sind hier homologe Sequenzabschnitte 
verglichen mit dem rekombinanten Protein T-Bet und/oder dimerisierte Proteine 
eine mögliche Erklärung für die Signalgebung. 
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Abb. 6  Spezifitätsüberprüfung der monoklonalen Maus-Antikörper durch 
 Test von rekombinantem Protein unterschiedlicher Hersteller 
 (A - B) Weder mit α-GATA-3-mMαH 10-7-5 1:2000 in Verbindung mit  
 Pre-pGαM-κ-HRP 1:5000 (A), noch mit α-GATA-3-mMαH-HRP 10-7-5 1:110 
 (B), konnte rekombinantes Protein GATA-3 der Firma Abnova Corporation 
 nachgewiesen werden. Für rekombinantes Protein GATA-3 der Firma 
 Trenzyme ist bei ca. 50 kD (ç) eine Bande nachweisbar. (C - D) Sowohl mit  
 α-T-Bet-mMαH 30-1-5 1:2000 in Verbindung mit Pre-pGαM-κ-HRP 1:5000 (C), 
 als auch mit α-T-Bet-mMαH-HRP 30-1-5 1:70 (D), konnte rekombinantes 
 Protein T-Bet der Firma Abnova Corporation bei  ca. 80 kD (çu) und 
 rekombinantes Protein T-Bet der Firma Trenzyme bei  ca. 70 kD (ç) 
 nachgewiesen werden. 10%iges Polyacrylamid-Gel 
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3.2.2 Kreuzreaktivitätsexperiment der monoklonalen Maus-Antikörper 
Um heraus zu finden, wie spezifisch die Antikörper der Firma BioGenes GmbH 
ihr Antigen binden, wurden die Antikörper im Kreuztest gegen das jeweils andere 
rekombinante Protein getestet. α-T-Bet-Antikörper gegen rekombinantes Protein 
GATA-3 und umgekehrt. Als 2. Antikörper wurde bei den nicht HRP konjugierten 
Antikörpern Pre-pGαM-κ-HRP verwendet. 
In Abb. 7A und B wurde ein monoklonaler Maus-Antikörper zur Detektion von 
GATA-3 mit einer Verdünnung von 1:2000 und 1:4000 gegen das rekombinante 
Protein T-Bet getestet. Wie in Abb. 6A zu sehen ist, zeigen sich Banden bei  
ca. 70 kD in Ihrer Intensität der eingesetzten Menge an rekombinantem Protein 
T-Bet entsprechend. Zusätzliche Banden, wie in den vorherigen Versuchen, 
unterhalb der Bande von 70 kD sind nicht zu sehen. Eine Bande ist in Abb. 6B 
nicht zu sehen. Daraus lässt sich schließen, dass durch eine höhere Verdünnung 
die unspezifische Bindung des α-GATA-3 Antikörpers an das rekombinante 
Protein T-Bet stark reduziert werden kann. Auch für den HRP konjugierten 
Antikörper in Abb. 7C sind Banden bei 70 kD zu sehen. Zieht man die unauffällige 
Negativ-Kontrolle aus 3.1.4 (Ergebnis nicht gezeigt) hinzu, so scheint der 
verwendete 1. Antikörper für die Generierung des Signals verantwortlich zu sein. 
Zusätzliche Banden unterhalb 70 kD sind nur sehr schwach auszumachen. 
Vergleichbare Untersuchungen unter Anwendung von monoklonalen Maus-
Antikörpern zur Detektion von T-Bet, HRP und nicht HRP konjugiert, in 
Kombination mit rekombinanten Protein GATA-3 zeigten in keinem der Ansätze 
Banden auf Höhe von 50 kD (Ergebnis nicht gezeigt). 
Neben der Kreuzreaktivität der Antikörper gegenüber dem rekombinanten 
Protein, wäre auch eine Bindung an die in der Produktion verwendete 
PolyHistidin-Markierung (HIS-Tag) denkbar. Das Einfügen der 
Aminosäuresequenz des HIS-Tags in das Leseraster des zu klonierenden Gens 
führt zur Produktion des entsprechenden Proteins, in diesem Fall GATA-3 und  
T-Bet, mit zusätzlicher PolyHistidin-Markierung. Diese kann anschließend, 
aufgrund ihrer chemischen Eigenschaften, zur Aufreinigung des entsprechenden 
Proteins genutzt werden.  
Um zu überprüfen auf welcher Höhe das meiste Histidin detektiert werden kann, 
wurden die rekombinanten Proteine GATA-3 und T-Bet jeweils mit  
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monoklonal-Maus-IgG-anti-polyHistidin (α-HIS-mM) inkubiert. In Abb. 7D ist das 
Ergebnis für das rekombinante Protein T-Bet zu sehen. Es zeigen sich Banden 
bei ca. 70 kD, die in Ihrer Intensität und Aufteilung mit denen der Kreuzreaktivität 
der α-GATA-3-Antikörper vergleichbar sind. Ebenfalls nur sehr schwach sind hier 
weitere Banden unterhalb von ca. 70 kD zu sehen. Hierbei scheint es sich auch 
um Proteinstrukturen mit anhängendem HIS-Tag zu handeln, da diese mit  
α-HIS-mM nachgewiesen werden können. Die anfangs aufgestellte Vermutung, 
dass es sich bei den zusätzlichen Banden um degradierte Proteinstrukturen 
handeln, scheint somit wahrscheinlich zu sein. α-HIS-mM in Kombination mit 
rekombinantem Protein GATA-3 zeigte die gleiche Reaktivität für Proteine auf 
Höhe von ca. 50 kD (Ergebnis nicht gezeigt). 
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Abb. 7  Spezifitätsüberprüfung der monoklonalen Maus-Antikörper durch 
 Test der Kreuzreaktivität 
 (A) α-GATA-3-mMαH 17-2-2 1:2000 zeigt bei ca. 70 kD (ç) Banden auf Höhe 
 von T-Bet. (B) Bei einer Verdünnung von 1:4000 des gleichen Antikörpers sind 
 keine Banden mehr zu erkennen. (C) α-GATA-3-mMαH-HRP 10-7-5 1 μg/ml 
 zeigt bei ca. 70 kD (ç) Banden für T-Bet. (D) Das in der Produktion der 
 monoklonalen Maus-Antikörper verwendete Poly-Histidin-Tag lässt sich bei  
 ca. 70 kD (ç) mit α-HIS-mM 1:750 nachweisen. 10%iges Polyacrylamid-Gel 
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3.3 Nachweis von GATA-3 und T-Bet in humanen 
Vollblutproben 
Im Rahmen des Kooperationsprojektes zwischen dem Institut für 
Laboratoriumsmedizin und Pathobiochemie - Molekulare Diagnostik der Philipps-
Universität Marburg und der DRG Instruments GmbH wurden das auf Antikörpern 
basierende Nachweissystem für GATA-3 und T-Bet auf humane Vollblutproben 
übertragen. 
 
3.3.1 Nachweis von GATA-3 und T-Bet in humanem Vollblut mit dem 
polyklonalen Antikörper-System 
Als erster Ansatz wurde das polyklonale Antikörper-System aus 3.1.2 auf 
humanes Vollblut gesunder Blutspender übertragen. Die Blutproben wurden im 
Vorfeld 1:2 mit RIPA-Puffer lysiert und anschließend auf eine 1:10 Verdünnung 
mit 1xPBS eingestellt.  
In Abb. 8A und B wurden humane Vollblutproben gesunder Blutspender in 
aufsteigender Konzentration aufgetragen. Abb. 8A zeigt das Ergebnis für die 
Darstellung von GATA-3 und Abb. 8B das Ergebnis für den Transkriptionsfaktor 
T-Bet. Mit Zunahme der eingesetzten Menge an Probe intensiviert sich das 
Signal bei ca. 50 kD für GATA-3 und ca. 55 kD für T-Bet. Die Negativ-Kontrollen 
für den jeweils 2. Antikörper sind negativ (Ergebnis nicht gezeigt). 
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3.3.2 Spike-Experiment für GATA-3 und T-Bet 
Um der Fragestellung nach zu gehen, ob sich die gemessenen Signale bei  
ca. 50 und 55 kD durch Zugabe von rekombinantem Protein verstärken und 
konzentrationsabhängig im Vollblut nachweisen lassen, wurden die Proben mit 
definierten Mengen an rekombinantem Protein versetzt. Als Nachweissystem 
wurde das in 3.3.1 verwendete polyklonale Antikörpersystem verwendet. 
  
Abb. 8  Nachweis von GATA-3 und T-Bet mit dem polyklonalen 
 Antikörper-System in humanem Vollblut 
 Humanes Vollblut wurde 1:2 mit RIPA-Puffer lysiert und anschließend auf 1:10 
 mit 1xPBS eingestellt. (A) Humanes Vollblut wurden mit  
 α-GATA-3-pGαH-biot 1:1500 in Kombination mit Str-HRP 1:7500 untersucht. 
 Bei ca. 50 kD (ç) zeigen sich Banden. (B) Bei der Untersuchung mit  
 α-T-Bet-pRαH 1:1000 in Kombination mit Pre-pDαR-HRP 1:15.000 zeigten sich 
 Banden bei ca. 55 kD (ç). 10%iges Polyacrylamid-Gel 
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In Abb. 9 ist das Spike-Experiment für GATA-3 zu sehen. Aufgetragen wurden 
zwei nicht gespikete, unterschiedliche humane Vollblutproben, sowie je 2 x 2 μl 
und 2 x 4 μl der humanen Vollblutprobe, die gespiket wurden mit 140 ng sowie 
350 ng rekombinantem Protein GATA-3. Für den Nachweis von GATA-3 in  
Abb. 9 sind bei ca. 50 kD Banden zu sehen. Das gespikete rekombinante Protein 
GATA-3 lässt sich entsprechend der zugegebenen Menge bei 50 kD in Form 
einer intensiveren Bande wiederfinden.  
  
Abb. 9  Spike-Experiment für GATA-3 
 Humanes Vollblut wurde 1:2 mit RIPA-Puffer lysiert und anschließend auf  
 1:10 mit 1xPBS eingestellt. 2 μl und 4 μl zweier unterschiedlicher humaner 
 Vollblutproben wurden mit jeweils zwei unterschiedlichen Mengen 
 rekombinantem Protein GATA-3 gespikt. Nach der Behandlung mit  
 α-GATA-3-pGαH-biot 1:1500 in Kombination mit Str-HRP 1:7500 ist bei  
 ca. 50 kD (ç) GATA-3 nachzuweisen. 10%iges Polyacrylamid-Gel 
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In Abb. 10 ist das Spike-Experiment für T-Bet zu sehen. Aufgetragen wurde eine 
nicht gespikete humane Vollblutprobe, rekombinantes Protein T-Bet in den 
jeweils zum Spiken genutzten Mengen (850 ng und 1,7 μg rekombinantem 
Protein T-Bet) und das eigentliche Spike-Experiment nach dem auch schon für 
GATA-3 oben beschriebenen Schema. Es zeigt sich für die nicht gespikete 
Blutprobe ein Signal bei ca. 55 kD. Das rekombinante Protein T-Bet liefert bei  
ca. 70 kD entsprechend der eingesetzten Konzentration ein unterschiedlich 
starkes Signal. Durch diesen Unterschied ist in den gespiketen Proben sowohl 
eine Bande bei 55, als auch bei 70 kD zu detektieren. Das rekombinante Protein 
zeigt sich bei ca. 70 kD entsprechend der zugegebenen Menge an 
rekombinantem Protein. Grund für den Unterschied in der Signalstärke zwischen 
dem reinen rekombinanten Protein T-Bet und der Kombination aus humanem 
Abb. 10  Spike-Experiment für T-Bet 
 Humanes Vollblut wurde 1:2 mit RIPA-Puffer lysiert und anschließend auf 
 1:10 mit 1xPBS eingestellt. Jeweils 2 μl und 4 μl zweier unterschiedlicher 
 humaner Vollblutproben wurden mit zwei unterschiedlichen Mengen 
 rekombinantem Protein T-Bet gespikt. Nach der Behandlung mit  
 α-T-Bet-pRαH 1:1000 in Verbindung mit Pre-pDαR-HRP 1:15.000 ist bei  
 ca. 55 kD (ç) T-Bet und bei ca. 70 kD (çu) das rekombinante Protein  
 T-Bet nachweisbar. 10%iges Polyacrylamid-Gel 
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Vollblut und rekombinantem Protein T-Bet in Abb. 10 könnte eine chemische 
und/oder physikalische Interaktion beider Komponenten sein, die zu einer 
Abschwächung der Signalintensität auf Höhe von ca. 70 kD und gleichzeitig zu 
einer konzentrationsabhängigen Intensivierung des Signales für T-Bet bei  
ca. 55 kD führt. Unter Verwendung des polyklonalen Antikörpersystems sind die 
Transkriptionsfaktoren GATA-3 und T-Bet in humanen Vollblutproben quantitativ, 
entsprechend der in diesem Experiment verwendeten Menge an rekombinantem 
Protein, messbar.  
 
3.3.3 Anwendung von Pre-pRαM-HRP auf humanes Vollblut 
Da Pre-pRαM-HRP, wie in 3.1.3 zu sehen ist, bisher nur für rekombinantes 
Protein getestet wurde, im humanen Vollblut und Gesamtprotein aus Zelltypen 
jedoch wesentlich mehr Bestandteile vorkommen mit denen der 2. Antikörper 
Pre-pRαM-HRP reagieren könnte, wurde dieser zunächst unter Verwendung von 
β-Aktin / monoklonal-Maus-IgG-anti-Mensch-β-Aktin (α-β-Aktin-mMαH) als 
Modellsystem in humanem Vollblut getestet. Pre-pRαM-HRP wurden zunächst 
durch eine Affinitätsaufreinigung alle Serumproteine sowie auch alle nicht 
spezifisch gegen die γ-Kette des Maus-IgG gerichteten Antikörper entzogen. Das 
Risiko einer möglichen Kreuzreaktivität gegen Bestandteile des humanen 
Vollblutes sollte so vermindert werde. Aktin wurde für diesen Versuch als Antigen 
gewählt, um unter möglichst stabilen Bedingungen durch ein hoch exprimiertes 
Proteins arbeiten zu können. 
In Abb. 11A ist sowohl eine Bande für das Gesamtprotein aus Jurkat-Zellen als 
auch für die Blutproben bei ca. 42 kD sichtbar. Bei einem in der Literatur 
angegebenen Molekulargewicht von ca. 42 kD für β-Aktin, ist bei dem hier zu 
sehenden Signal bei ca. 42 kD von einer Detektion von β-Aktin auszugehen 
(NCBI, 2018). Wie in Abb. 11B zu sehen ist, ist für eine Verdünnung des  
2. Antikörpers Pre-pRαM-HRP von 1:5000 bei einer Belichtungszeit von 30 sec 
keine Bande in der Negativ-Kontrolle zu beobachten. Da die 
Antikörpertestverfahren ursprünglich für Gesamtprotein aus Jurkat-Zellen und 
anderen Zellreihen etabliert wurden, kann hier die Funktionalität sowohl für das 
Gesamtprotein aus Jurkat-Zellen als auch in der neuen Matrix, humanes Vollblut, 
beurteilt werden. Beide Proteinpräparationen liefern vergleichbar 
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aussagekräftige Ergebnisse. Bei dem oben beschriebenen Testmodalitäten 
kommt es zu keiner unerwünschten Interaktion von Pre-pRαM-HRP mit den hier 
eingesetzten Proben bei gleichzeitig verwertbarem Signal unter Verwendung des 
1. Antikörpers.  
 
 
 
  
Abb. 11  Test von Pre-pRαM-HRP in humanem Vollblut 
 Humanes Vollblut wurde 1:2 mit RIPA-Puffer lysiert und anschließend auf 
 1:10 mit 1xPBS eingestellt. (A) In Gesamtprotein aus Jurkat-Zellen und 
 humanem Vollblut unterschiedlicher Probanden konnte unter Verwendung 
 von α-β-Aktin-mMαH 1:20.000 in Verbindung mit Pre-pRαM-HRP 1:7500 bei 
 ca. 42 kD (ç) β-Aktin nachgewiesen werden. (B) Die Negativ-Kontrolle von 
 Pre-pRαM-HRP 1:5000 zeigt unter Verwendung des gleichen  
 Probenmaterials bei einer Belichtungszeit von 30 sec keine Banden.  
 10%iges Polyacrylamid-Gel 
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3.3.4 Nachweis von GATA-3 und T-Bet in humanem Vollblut mit 
monoklonalen Maus-Antikörpern und Pre-pRαM-HRP 
Nachdem das System zunächst, wie in 3.1.3 dargestellt, für die rekombinanten 
Proteine GATA-3 und T-Bet etabliert wurde und anschließend der 2. Antikörper 
Pre-pRαM-HRP einzeln noch einmal überprüft wurde (siehe 3.3.3), wurde die 
Kombination aus monoklonalem Maus-Antikörper und Pre-pRαM-HRP auf den 
Nachweis der genannten Antigene in humanen Vollblutproben übertragen. 
In Abb. 12A und B ist jeweils ein Ergebnis für GATA-3 und T-Bet nach 30 min 
Belichtungszeit gezeigt. Sowohl mit den monoklonalen α-GATA-3-Antikörpern 
als auch mit den α-T-Bet-Antikörpern sind für die humanen Zelltypen HBE und 
Jurkat keine eindeutigen Signale für GATA-3 und T-Bet zu sehen. Für beide 
Zelltypen war innerhalb der Arbeitsgruppe im Vorfeld ein Nachweis der 
Transkriptionsfaktoren GATA-3 und T-Bet mit polyklonalen Antikörpern etabliert 
worden (Ergebnis nicht gezeigt). Die aufgetragenen humanen Vollblutproben 
wurden 1:2 mit RIPA-Puffer lysiert und anschließend auf 1:10 mit 1xPBS 
eingestellt. Jeweils 2, 3 und 4 μl wurden aufgetragen. Bei ca. 50 kD sind für die 
α-GATA-3-, bei ca. 55 kD für die α-T-Bet-Antikörper Banden zu sehen. Ihre 
Intensität und Konzentration variiert entsprechend der aufgetragenen 
Proteinmenge. 
Im Anschluss war eine weitere Überprüfung von Pre-pRαM-HRP notwendig, da 
unter Verwendung der monoklonalen Maus-Antikörper anstatt 30 sec 
Belichtungszeit mit bis zu 30 min Belichtungszeit gearbeitet werden musste. Erst 
ab ca. 30 min Belichtungszeit ließ die Intensität der Banden bei ca. 50 - 55 kD 
eine Beurteilung zu. Da das Bild auf dem Röntgenfilm nach Entwicklung 
abhängig ist von der Dauer und der Intensität der Belichtung, kann bei 
notwendigerweise zunehmender Belichtungszeit zur Generierung eines 
verwertbaren Bildes von einer geringeren Intensität der Belichtung durch die 
verwendeten Materialien ausgegangen werden. Dies ließe sich durch eine 
geringere Affinität der monoklonalen Maus-Antikörper an deren Zielprotein 
erklären, was wiederum weniger Bindungsmöglichkeiten für den 2. Antikörper 
bedeuten würde und dies würde zu einer geminderten Intensität der Belichtung 
des Röntgenfilmes beitragen.  
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Abb. 12  Nachweis von GATA-3 und T-Bet in humanem Vollblut mit 
 monoklonalen Maus-Antikörpern und Pre-pRαM-HRP 
 Humanes Vollblut wurde 1:2 mit RIPA-Puffer lysiert und anschließend auf 
 1:10 mit 1xPBS eingestellt. (A) α-GATA-3-mMαH 8-2-5 1:1500 in Verbindung 
 mit Pre-pRαM-HRP 1:7500 zeigt für Gesamtprotein aus Jurkat-Zellen und  
 HBE-Zellen kein eindeutiges Signal für GATA-3. In humanem Vollblut zweier 
 unterschiedlicher Proben ist nach 30 min Belichtungszeit bei  
 ca. 50 kD (ç) GATA-3 nachzuweisen. (B) Für das Gesamtprotein ist kein 
 eindeutiges Signal unter der Verwendung von α-T-Bet-mMαH 15-2-5 1:2000 
 in Verbindung mit Pre-pRαM-HRP 1:7500 bei einer Belichtungszeit von  
 30 min zu detektieren. T-Bet ist bei ca. 55 kD (ç) in den humanen 
 Vollblutproben nachweisbar. 10%iges Polyacrylamid-Gel 
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In Abb. 13A ist in aufsteigender Konzentration eine humane Vollblutprobe mit 
Pre-pRαM-HRP inkubiert worden. Nach Durchführung der Negativ-Kontrolle für 
Pre-pRαM-HRP, diesmal 30 min Belichtungszeit, waren unspezifische Banden 
bei ca. 50 kD präsent. Der Versuch, die Banden durch höhere Verdünnung des 
2. Antikörpers zu reduzieren, ist in Abb. 13B zu sehen. Ab einer Verdünnung von 
1:12.500 und einer Belichtungszeit von 30 min sind keine unspezifischen Banden 
mehr zu sehen.  
Ursache für die prominenten Banden, selbst ohne Verwendung des  
1. Antikörpers, scheint eine zu starke Affinität von Pre-pRαM-HRP zu einem 
Protein aus der Blutprobe zu sein, welches ein ähnliches molekulares Gewicht 
wie GATA-3 und T-Bet aufweist. Mit einer Molekülmasse von ca. 50 kD befinden 
sich die schweren Ketten der Immunglobuline auf gleicher Höhe wie das 
erwartete Signal für GATA-3 und T-Bet und könnte für das Signal verantwortlich 
sein. 
Betrachtet man nun Abb. 13C und D, so ist zu sehen, dass sich bei einer 
Verdünnung des 2. Antikörpers von 1:12.500 unter der Verwendung von 
monoklonalen Maus-Antikörpern keine auswertbaren Banden bei ca. 50 - 55 kD 
generieren lassen. Durch die zu hohe Verdünnung des 2. Antikörpers lässt sich 
eine Bindung des jeweils 1. Antikörpers nicht mehr angemessen stark 
detektieren. Die so generierten Banden sind aufgrund ihrer variablen und 
inkonstanten Intensität nicht sicher zu beurteilen.  
Da Pre-pRαM-HRP unter diesen Umständen nicht zu verwenden ist, wurde 
dieser im folgenden Versuch durch einen spezifischeren 2. Antikörper ersetzt. 
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Abb. 13  Negativ-Kontrolle von Pre-pRαM-HRP 
 Humanes Vollblut wurde 1:2 mit RIPA-Puffer lysiert und anschließend auf 
 1:10 mit 1xPBS eingestellt. (A) Die Negativ Kontrolle von  
 Pre-pRαM-HRP 1:7500 zeigt bei ca. 50 kD (ç) unspezifische Banden für 
 humane Vollblutproben bei einer Belichtungszeit von 30 min. (B) Ab einer 
 Verdünnung der Negativ Kontrolle von 1:12.500 des Sekundärantikörpers 
 Pre-pRαM-HRP ist für humanes Vollblut nach einer Belichtungszeit von  
 30 min keine Bande mehr zu erkennen. (C) Rekombinantes Protein  
 GATA-3 und GATA-3 in humanem Vollblut ist unter der Verwendung von  
 α-GATA-3-mMαH 17-2-2 1:2000 in Verbindung mit  
 Pre-pRαM-HRP 1:12.500 nicht nachweisbar. (D) Unter Verwendung von  
 α-T-Bet-mMαH 30-1-5 1:2000 in Verbindung mit Pre-pRαM-HRP 1:12.500 ist 
 bei ca. 55 kD (ç) T-Bet nur schwach nachweisbar.  
 10%iges Polyacrylamid-Gel 
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3.3.5 Nachweis von GATA-3 und T-Bet in humanem Vollblut mit 
monoklonalen Maus-Antikörpern und Pre-pGαM-κ-HRP 
Im Abschnitt 3.3.4 wurde nachgewiesen, dass der 2. Antikörper  
Pre-pRαM-HRP für die Analytik von humanen Vollblutproben aufgrund von 
unspezifischer Bindung nicht verwendet werden kann. Um diese daraus 
resultierende Signal zu minimieren, wurde ein 2. Antikörper getestet, der 
spezifisch gegen die leichte Kette von Maus-Immunglobulinen gerichtet ist. Durch 
die vom Hersteller angegebene minimale Kreuzreaktivität gegenüber anderen 
Spezies, inklusive der Spezies „Mensch“, soll so eine potentielle Reaktion gegen 
die schwere Kette der humanen Immunglobuline vermieden werden. 
In Abb. 14A - C wurden jeweils drei humane Vollblutproben in aufsteigenden 
Volumina aufgetragen. In Abb. 14A und B sind bei ca. 50 kD jeweils für die 
monoklonalen Maus-Antikörper ein Signal für GATA-3 und T-Bet zu sehen. Die 
Signalstärke variiert jeweils entsprechend der Menge an aufgetragener Probe 
und ist auch schon bei 5 μl einer 1:10 Verdünnung zu detektieren. 
In Abb. 14C ist die zugehörige Negativ-Kontrolle zu sehen. Nach 25 min 
Belichtungszeit ist lediglich bei 5 μl einer 1:10 Verdünnung keine Bande bei  
ca. 50 kD zu sehen. Eine Beschränkung auf Probenvolumina unter 5μl bei 
Verwendung von Pre-pGαM-κ-HRP scheint notwendig zu sein, um ein 
unspezifisches Signal zu vermeiden und eine spezifische Detektion der 
Zielproteine zu gewährleisten.  
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3.3.6 Nachweis von GATA-3 und T-Bet in humanem Vollblut mit HRP 
konjugierten monoklonalen Maus-Antikörpern 
Eine andere Möglichkeit, die Problematik des unspezifischen Signals durch den 
2. Antikörper (siehe 3.3.4 und 3.3.5) zu umgehen, war der Einsatz von direkt HRP 
markierten monoklonalen Maus-Antikörpern. Die verwendeten monoklonalen 
Maus-Antikörper der Firma BioGenes GmbH wurden von der  
DRG Instruments GmbH mit HRP konjugiert. 
Abb. 14  Nachweis von GATA-3 und T-Bet in humanem Vollblut mit 
 monoklonalen Maus-Antikörpern und Pre-pGαM-κ-HRP 
 Humanes Vollblut wurde 1:2 mit RIPA-Puffer lysiert und anschließend auf 
 1:10 und 1:2 mit 1xPBS eingestellt. (A) α-GATA-3-mMαH 10-7-5 1:1000 in 
 Verbindung mit Pre-pGαM-κ-HRP 1:5000 zeigt bei ca. 50 kD (ç) Banden für 
 GATA-3. (B) α-T-Bet-mMαH 30-1-5 1:2000 in Verbindung mit  
 Pre-pGαM-κ-HRP 1:5000 zeigt bei ca. 50 kD (ç) Banden für T-Bet.  
 (C) Die Negativ-Kontrolle von Pre-pGαM-κ-HRP 1:5000 zeigt bei 
 Probenmengen über 5 μl (2 - 3) unspezifische Banden (ç), bei 
 Probenmengen von 5 μl oder geringer keine Banden.  
 10%iges Polyacrylamid-Gel 
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In Abb. 15 wurde rekombinantes Protein T-Bet, zwei humane Vollblutproben in 
aufsteigender Konzentration und Gesamtprotein des Zelltypes Jurkat auf ein Gel 
aufgetragen. Das rekombinante Protein T-Bet lässt sich bei ca. 70 kD 
nachweisen. Bei ca. 50 kD zeigen sich, der eingesetzten Konzentration an 
humanem Vollblut entsprechend, unterschiedlich intensive Banden. Der humane 
Zelltyp Jurkat zeigt keine eindeutige Bande für T-Bet mit dem eingesetzten 
monoklonalen Maus-Antikörper, obwohl mit dem polyklonalen Antikörpersystem 
innerhalb der Arbeitsgruppe die Transkriptionsfaktoren GATA-3 und T-Bet in 
Gesamtprotein aus Zelltypen nachgewiesen werden konnten.  
 
 
 
 
Abb. 15  Nachweis von T-Bet in humanem Vollblut mit HRP konjugierten 
 monoklonalen Maus-Antikörpern 
 Humanes Vollblut wurde 1:2 mit RIPA-Puffer lysiert und anschließend auf 
 1:10 und 1:2 mit 1xPBS eingestellt. Rekombinantes Protein T-Bet kann mit 
 α-T-Bet-mMαH-HRP 22-3-7 1 μg/ml bei ca. 70 kD (ç) nachgewiesen werden.  
 In humanem Vollblut kann unter der Verwendung von  
 α-T-Bet-mMαH-HRP 22-3-7 1 μg/ml bei ca. 50 kD (çu) T-Bet nachgewiesen 
 werden. Für 30 μg Gesamtprotein aus Jurkat-Zellen ist keine spezifische 
 Bande zu sehen. 10%iges Polyacrylamid-Gel 
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4 Diskussion 
Ziel der vorliegenden Arbeit war die Etablierung eines Testsystems zur Messung 
der Transkriptionsfaktoren GATA-3 und T-Bet in humanen Vollblutproben. In 
enger Zusammenarbeit mit dem Kooperationspartner DRG Instruments GmbH 
wurde von Seiten der DRG Instruments GmbH die Entwicklung eines ELISA-
Testsystems und, im Rahmen dieser Arbeit, vom Institut für 
Laboratoriumsmedizin und Pathobiochemie - Molekulare Diagnostik der Philipps-
Universität Marburg die Entwicklung eines Westernblot-Testsystems angestrebt. 
Im Zuge der Entwicklung des Westernblot-Testsystems wurden zunächst die 
rekombinanten Proteine GATA-3 und T-Bet auf ihre Reinheit und Qualität hin 
beurteilt, um anschließend als Grundlage für die Etablierung des auf polyklonalen 
und monoklonalen Antikörpern basierenden Westernblot-Testsystems 
verwendet werden zu können.  
Im Laufe der Entwicklung des Westernblot-Testsystems wurden die eigens für 
dieses Projekt hergestellten monoklonalen Maus-Antikörper auf ihre Spezifität 
hin untersucht und auch der zur Detektion notwendige 2. Antikörper wurde den 
gegebenen Bedingungen nach notwendigerweise ausgewählt. 
Um die Kontinuität des Kooperationsprojektes gewährleisten zu können, wurde 
im Verlauf der Arbeit das etablierte Westernblot-Testsystem zur Detektion der 
rekombinanten Proteine GATA-3 und T-Bet zeitgleich von beiden 
Kooperationspartnern auf humane Vollblutproben übertragen. 
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4.1 Methodik 
Als Basis für die Etablierung des Westernblot-Testsystems wurden die von der 
DRG Instruments GmbH in Auftrag gegebenen und von der Firma Trenzyme 
GmbH hergestellten rekombinanten Proteine der Transkriptionsfaktoren GATA-3 
und T-Bet verwendet. Die Darstellung der Proteine mit Hilfe einer Coomassie-
Brillant-Blau-Färbung (siehe Abb. 1) lässt eine optische Beurteilung der Qualität 
und Reinheit der verwendeten rekombinanten Proteine zu. Da neben den 
gewünschten Banden für GATA-3 und T-Bet noch weiteres Protein angefärbt 
werden konnte, können die verwendeten rekombinanten Proteine nicht als 100% 
rein angesehen werden.  
Dass während der Herstellung der rekombinanten Proteine verwendete 
Vorgehen der Affinitätschromatographie und auch die genaue Übereinstimmung 
der von Trenzyme GmbH mitgelieferten Coomassie-Brillant-Blau-Abbildungen 
(Abbildung nicht gezeigt) mit der Abb. 1 legt die Vermutung nahe, dass es sich 
bei dem zusätzlich angefärbten Protein eher um Abbauprodukte oder partielle 
Sequenzen der Transkriptionsfaktoren GATA-3 und T-Bet handelt und weniger 
um anderweitige Verunreinigungen. Letzteres kann jedoch nicht gänzlich 
ausgeschlossen werden.  
Ein weiteres Indiz dafür, dass es sich bei dem zusätzlich angefärbten Protein um 
Abbauprodukte der Transkriptionsfaktoren handelt, ist die Möglichkeit der 
Anfärbung der His-Tag-Struktur durch einen α-HIS-mM-Antikörper (siehe 
Abb. 6). Zusätzlich ist das His-Tag mit seinen wenigen Aminosäuren ein 
vergleichsweise kleines Target für einen Antikörper, was für die Bindung des 
Antikörpers eine relativ hohe Spezifität voraussetzt. Die Wahrscheinlichkeit einer 
unspezifischen Fehlbindung des Antikörpers ist somit gering und die Detektion 
des an das His-Tag gebundenen Proteins, in diesem Fall die 
Transkriptionsfaktoren GATA-3 und T-Bet, ist relativ hoch. Die höhere Spezifität 
im Vergleich zu den monoklonalen Antikörpern in Abb. 3 spiegelt sich auch in 
dem feineren und weniger signalintensiven Bandenmuster unter Verwendung 
des α-HIS-mM-Antikörpers wieder.  
Sowohl mit monoklonalen (siehe Abb. 3), polyklonalen (siehe Abb. 2) und α-HIS-
mM-Antikörper (siehe Abb. 6) konnte eine Bande auf Höhe von ca. 50 kD für das 
rekombinante Protein GATA-3 und eine Bande auf Höhe von ca. 70 kD für das 
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rekombinante Protein T-Bet reproduziert werden. Das von der Firma Trenzyme 
GmbH angegebene Molekulargewicht von 47,9 kD für GATA-3 und 58,3 kD für 
T-Bet stimmen mit den Daten aus Literatur und Protein-Datenbanken überein 
(NCBI, 2017a, 2017b). Warum das rekombinante Protein T-Bet im Westernblot 
auf Höhe von ca. 70 kD zu detektieren ist, obwohl vom Hersteller ein Gewicht 
von 58,3 kD angegeben wird, konnte von Seiten der Firma Trenzyme GmbH nicht 
erklärt werden. Zur weiteren Untersuchung dieser Anomalie wären vergleichende 
Proteinsequenzierungen und strukturelle Untersuchungen von nativen und 
rekombinanten Transkriptionsfaktoren mögliche zusätzliche Schritte. 
 
Die anfänglich zur Detektion eingesetzten polyklonalen Antikörper boten den 
Vorteil, dass durch deren Herstellungsprozess und die damit verbundene 
Heterogenität der Antikörper unterschiedliche Epitope des zu detektierenden 
Proteins gebunden werden konnten. Dass mit dieser hohen Sensitivität 
verbundene Risiko von möglichen Fehlbindungen an ungewünschte Epitope 
anderer Proteine ließ sich in einem System mit nur einem Zielprotein 
weitestgehend vernachlässigen. Im Wissen um die oben beschriebenen 
Eigenschaften von polyklonalen Antikörpern und da das Antikörpersystem auch 
auf humanes Vollblut übertragen werden sollte, wurden von der DRG Instruments 
GmbH die Herstellung von monoklonalen Antikörpern veranlasst. Zur 
Immunisierung der im Herstellungsprozess verwendeten Mäuse wurden die oben 
beschriebenen rekombinanten Proteine der Firma Trenyzme GmbH verwendet. 
Da für den Immunisierungsprozess lediglich die aufgereinigten ca. 50 kD 
(GATA-3) und ca. 70 kD (T-Bet) schweren Bestandteile der Proben verwendet 
wurden, kann ein Einfluss des vornehmlich degradierten Proteins auf den 
Immunisierungsprozess weitestgehend ausgeschlossen werden. Die 
anschließend isolierten und immortalisierten B-Zellen gewährleisten somit die 
Produktion von Antikörpern, die in ihrem Verhalten hoch spezifisch gegen ein 
Epitop des gewünschten Zielproteins gerichtet sind. Die Qualität der so 
hergestellten Antikörper wurde von der Firma Trenzyme GmbH überprüft. 
Da zum einen in der zur Immunisierung verwendeten Probe trotzdem 
unerwünschte Proteinverunreinigungen vorhanden gewesen sein könnten und 
zum anderen auch die Möglichkeit bestand, dass im Rahmen der Verarbeitung 
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des Antigens durch die verwendeten Medien und Puffer sterische oder 
enzymatische Veränderungen stattgefunden haben, wurde die Spezifität der 
monoklonalen Antikörper zusätzlich untersucht. 
 
Um eine verlässlichere Aussage über die generelle Spezifität der monoklonalen 
Antikörper gegenüber den Transkriptionsfaktoren GATA-3 und T-Bet treffen zu 
können, wurde deren Verhalten unter Verwendung von rekombinantem Protein 
eines anderen Herstellers (Abnova Corporation) getestet. Im Verlauf dieser 
Versuchsreihe (siehe 3.2.1) war es nicht möglich mit den monoklonalen 
Antikörpern zur Detektion von GATA-3 das rekombinante Protein GATA-3 der 
Firma Abnova Corporation nachzuweisen. Für die α-T-Bet-Antikörper war dies 
problemlos möglich. Ähnlich wie für das rekombinante Protein T-Bet der Firma 
Trenzyme GmbH ist das rekombinante Protein T-Bet der Firma Abnova 
Corporation nicht bei einem Molekulargewicht von 58,3 kD zu detektieren, 
sondern bei ca. 80 kD. Eine Erklärung von Seiten der Firma Abnova Corporation 
konnte nicht eingeholt werden. Zur Überprüfung der Spezifität der monoklonalen 
Antikörper wurde das Experiment zur Kreuzreaktivität durchgeführt (siehe 3.2.2). 
Es zeigte sich, dass die monoklonalen Antikörper zur Detektion von GATA-3 
auch in der Lage sind das rekombinante Protein T-Bet zu detektieren. Eine 
Erkennung von Bestandteilen (bakterielle Proteine) aus dem zur Herstellung 
beider Transkriptionsfaktoren verwendeten identischen Expressionssystems 
wäre eine mögliche Erklärung für das unspezifische Bindungsverhalten. 
Rekombinantes Protein GATA-3 konnte mit Hilfe der monoklonalen Antikörper 
gegen T-Bet dagegen nicht nachgewiesen werden. Das unspezifische 
Bindungsverhalten der α-GATA-3-Antikörper ließ sich durch höhere 
Verdünnungen beseitigen (siehe 3.2.2). Die zu hohe Konzentration der  
α-GATA-3-Antikörper und die damit verbundene Übersättigung des 
Nachweissystems ist eine mögliche Erklärung für das unspezifische 
Bindungsverhalten, da es bei zu hohen Konzentrationen innerhalb eines Systems 
zu spontanen chemischen, physikalischen und molekularen Wechselwirkungen 
zwischen einzelnen Bestandteilen kommen kann.  
Die Spezifität der monoklonalen Antikörper zur Detektion von GATA-3 muss nach 
diesen Versuchen in Frage gestellt werden. Zur weiteren Überprüfung des 
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Bindungsverhaltens der monoklonalen Antikörper für den Transkriptionsfaktor 
GATA-3 wurde von der DRG Instruments GmbH ein Epitop-Mapping 
durchgeführt. Hierbei konnte genauer überprüft werden, welche Zielstruktur die 
monoklonalen Antikörper zur Detektion von GATA-3 erkennen und binden. Mit 
dieser Untersuchung konnte die Spezifität der monoklonalen Antikörper zur 
Detektion von GATA-3 für einzelne Bereiche des rekombinanten Proteins 
GATA-3 nachgewiesen werden.  
 
Im Zuge des Kooperationsprojektes wurden von beiden Parteien parallel die 
gleichen Fragestellungen mit Hilfe von unterschiedlichen Methoden bearbeitet. 
Trotz der oben beschriebenen Probleme wurde im Zuge der intensiven 
Zusammenarbeit und insbesondere auf Bestreben der DRG Instruments GmbH 
im Hinblick auf die Fertigstellung des ELISAs das Nachweissystem auf die Matrix 
humanes Vollblut übertragen.  
 
Die Übertragung des polyklonalen Antikörper-Systems zur Analyse der Faktoren 
in der Matrix humanes Vollblut war problemlos möglich (siehe 3.3.1) und auch im 
Spike-Experiment ließ sich mit Hilfe von zugegebenem rekombinantem Protein 
eine konzentrationsabhängige Signalamplifikation der Banden für GATA-3 und 
T-Bet im humanen Vollblut erreichen (siehe 3.3.2). Da zwischen dem nativen  
T-Bet der Vollblutprobe bei ca. 55 kD und dem eingesetzten rekombinanten 
Protein T-Bet auf Höhe von ca. 70 kD ein etwa 15 kD schwerer Unterschied 
bestand, sind aus diesem Versuchsteil nur bedingt Aussagen ableitbar. Dennoch 
stimmen die prominenten Banden auf Höhe von ca. 50 kD für natives GATA-3 
und bei ca. 55 kD für natives T-Bet mit den in der Literatur üblichen Werten für 
GATA-3 und T-Bet überein (NCBI, 2017a, 2017b). 
Nach der Spezifitätsüberprüfung des 1. Antikörpers und gerade im Hinblick auf 
die Arbeit mit humanen Vollblutproben, erschien es sinnvoll, auch den  
2. Antikörper einer genaueren Untersuchung zu unterziehen. Grund hierfür war 
der Umstand, dass im Vergleich zu rekombinantem Protein und reinen Zelltypen 
in einer humanen Vollblutprobe eine höhere Vielfalt an Proteinen vorkommt, die 
potentiell als Störfaktor die Messung beeinflussen können. Die anfängliche 
Testung des 2. Antikörpers Pre-pRαM-HRP war bei der zu verwendenden 
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Belichtungszeit für das hoch exprimierte Protein β-Aktin unauffällig (siehe 3.3.3), 
zeigte jedoch bei notwendigerweise längeren Belichtungszeiten bei der Detektion 
der Transkriptionsfaktoren unter Verwendung von humanem Vollblut in der 
Negativ-Kontrolle unspezifische Banden (siehe 3.3.4). Obwohl sich die 
unspezifische Signalamplifikation in der Negativ-Kontrolle durch höhere 
Verdünnung des 2. Antikörpers verhindern ließ, war die eigentliche Detektion von 
GATA-3 und T-Bet unter diesen Versuchsbedingungen nicht mehr möglich. Die 
Unterschiede in der Belichtungszeit können als Indiz dafür gewertet werden, dass 
prozentual nur eine sehr geringe Menge an messbarem Transkriptionsfaktor in 
der Blutprobe vorhanden ist. 
Als mögliche Fehlerquelle und unspezifischer Bindungspartner auf Höhe von  
ca. 50 kD kommt die schwere Kette des IgGs mit 50 kD in Frage. IgG setzt sich 
aus jeweils zwei schweren und zwei leichten Ketten zusammen. Es gibt 
unterschiedliche schwere und leichte Ketten, die in Ihrem Molekulargewicht 
zwischen 50 - 70 kD für die schwere Kette und um ca. 25 kD für die leichte Kette 
variieren (Cohen et al., 1967). Um das Risiko einer möglichen unspezifischen 
Bindung des 2. Antikörpers an Bestandteile des humanen IgGs, insbesondere an 
die schwere Kette des IgG, zu verhindern, wurde ein neuer 2. Antikörper  
(Pre-pGαM-κ-HRP) gewählt. Während der Herstellung von Pre-pGαM-κ-HRP 
wurden aus dem Produktionsansatz alle Antikörper entfernt, die mit Strukturen 
der schweren Kette von IgG reagieren könnten. Eine mögliche Fehlbindung sollte 
nun potentiell nur noch auf Höhe von ca. 25 kD, also entfernt vom eigentlichen 
Messbereich, möglich sein.  
Bei Verwendung des neuen 2. Antikörpers in humanem Vollblut zeigten sich 
dennoch unspezifische Banden auf Höhe von ca. 50 kD in der Negativ-Kontrolle 
(siehe 3.3.5). Als Ursache wurde eine Übersättigung des Systems mit zu hohen 
Probenvolumina angenommen. Mit einer Reduktion der Probenvolumina auf 
Mengen unter 5 μl ließ sich das unspezifische Bindungsverhalten des  
2. Antikörpers vermeiden.  
Eine weitere Möglichkeit das Problem der Signalamplifikation des 2. Antikörpers 
zu umgehen, war der Verzicht auf selbigen durch direkte Koppelung des  
1. Antikörpers mit HRP. Die Anwendung dieser Antikörper auf rekombinantes 
Protein und humanes Vollblut zeigte mit den voran gegangenen Versuchen 
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identische Ergebnisse (siehe 3.1.5 und 3.3.6). Neben den oben beschriebenen 
bestehenden Bedenken bezüglich der Spezifität der Antikörper besteht darüber 
hinaus in diesem Fall das potentielle Problem, dass es durch die direkte 
Verbindung von HRP mit dem Antikörper zu sterischen Wechselwirkungen mit 
der Antikörperbindungsstelle kommen kann, die wiederum das 
Bindungsverhalten und somit die Spezifität des Antikörpers weiter beeinflussen 
könnte. 
 
Da es sich bei humanem Vollblut um eine hochkomplexe Mischung aus Zellen, 
Zellbestandteilen und gelösten Proteinen handelt, wäre die Anwendung von 
verschiedenen Verfahren der Proben Vor- und Aufarbeitung zur Reduktion dieser 
komplexen Problemstellung denkbar. Da es sich bei den Transkriptionsfaktoren 
GATA-3 und T-Bet um primär nukleäre Proteine handelt, könnte deren 
Zugänglichkeit für die verwendeten Antikörper während der Testung durch 
unterschiedliche Zell-Lyseverfahren optimiert werden und auch die Reduktion 
von potentiell störenden Faktoren wäre durch maschinelle und chemische 
Bearbeitung möglich.  
Zur weiteren Validierung der monoklonalen Antikörper erscheinen zusätzliche 
Experimente angebracht. Neben dem oben beschriebenen Epitop-Mapping sind 
ebenso weitere Untersuchungen bezüglich der Affinität der monoklonalen 
Antikörper sinnvoll.  
Nach dem Nachweis der reinen Zielstruktur, durchgeführt als Nachweis der 
rekombinanten Transkriptionsfaktoren, sollte mit zunehmender Komplexität und 
in absteigender Konzentration der Transkriptionsfaktoren innerhalb der Proben 
das Nachweissystem auf weitere Ausgangsmaterialien übertragen werden. 
Exemplarisch wurde in Abschnitt 3.3.4 und 3.3.6 der Versuch unternommen, die 
Transkriptionsfaktoren GATA-3 und T-Bet in unterschiedlichen Zelltypen 
nachzuweisen, jedoch ohne Erfolg. Denkbar wäre der Nachweis in Th1/Th2-
Zelltypen mit vergleichsweise hoher Konzentration der Transkriptionsfaktoren 
und anschließend die Ausweitung auf komplexere Proteinpräperationen wie z.B. 
aus mononukleäre Zellen des peripheren Blutes (PBMC). Der Versuch der 
Detektion von GATA-3 und T-Bet in humanem Vollblut kann anschließend als 
anspruchsvollster Ansatz gewertet werden. Im Verlauf dieser Versuchsreihen 
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wäre sicherlich auch die Ermittlung der Detektionsgrenze der 
Transkriptionsfaktoren GATA-3 und T-Bet möglich und somit eine allgemeine 
Aussage über die Sensitivität des Westernblot-Nachweissystems denkbar.  
 
Eine generell hohe Sensitivität ließ sich von Seiten der DRG Instruments GmbH 
mit deren ELISA erreichen. Die hohe Sensitivität eines ELISA wird durch die 
Methodik dieses Testverfahrens erreicht. Zum einen kann mit geringeren 
Probenvolumina gearbeitet werden, da die Auswertung photometrisch und nicht 
optisch, wie beim Westernblot, erfolgt und zum anderen werden durch mehrere 
Waschvorgänge weitestgehend all die Substanzen aus dem ELISA-Testsystem 
entfernt, die nicht durch das System erkannt werden sollen. Zum Ende des 
Kooperationsprojektes war es der DRG Instruments GmbH daher möglich, die 
Arbeit an einem ELISA zur Detektion der Transkriptionsfaktoren GATA-3 und  
T-Bet fertig zu stellen. Direkte Aussagen zur Spezifität der einzelnen 
Komponenten des ELISAs sind jedoch nicht aus den Ergebnissen des ELISAs 
konkret ableitbar. Zur besseren Beurteilbarkeit der Spezifität sollten neben den 
in dieser Arbeit geschilderten Überlegungen und Versuchen noch weitere 
Überprüfungen der einzelnen Antikörper und verwendeten Materialien 
durchgeführt werden.  
 
 
4.2 Ausblick 
Die Entwicklung eines diagnostisch verwertbaren Testsystems ist ein Teil 
dessen, was in den letzten Jahren zunehmend unter dem Konzept der 
stratifizierten bzw. personalisierten Medizin unter anderem diskutiert wird. Der 
Begriff „personalisierte Medizin“ beschreibt die Auswahl und Anwendung einer 
Therapie für einen Patienten entsprechend dessen individuellen 
Voraussetzungen und Bedürfnissen basierend auf speziellen Testverfahren. 
Berücksichtigt wird hier Genetik, Biomarker, Endotyp, Phänotyp, und auch 
psychosoziale Aspekte. Impliziert wird bei diesem Vorgehen unter anderem auch 
der Aspekt der Ressourcenschonung, gerade auch im Hinblick auf die 
steigenden Kosten unseres Gesundheitswesens, sowie möglichst die 
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Minimierung von Nebenwirkungen unter der Therapie. (Agusti et al., 2015; 
Jameson et al., 2015) 
Vor Entwicklung eines optimalen Testverfahrens steht jedoch die Identifikation 
der relevanten und zu testenden Biomarker. Biologische Marker / Biomarker sind 
messbare Substanzen oder Zustände, die in der Beurteilung von 
Organfunktionen oder allgemein dem Gesundheitszustand Anwendung finden 
(Lapraz et al., 2013). Medizinische Biomarker können Auskunft geben über die 
Pathophysiologie einer Erkrankung, deren Ursache und den möglichen Effekt 
einer Therapie (Frank et al., 2003). Im Idealfall sind sogar die Aussagen möglich, 
ob eine Krankheit aktiv oder inaktiv ist, über deren Schweregrad, eine mögliche 
Krankheitsprogression und welche Therapie am wirkungsvollsten wäre (Berry et 
al., 2016). Anwendung findet dieses Konzept beispielsweise bereits in den 
Leitlinien zur Therapie von schwerem bzw. unkontrolliertem Asthma. Hier wird 
angeraten, die Gabe von Corticosteroiden an die Eosinophilie, gemessen im 
Sputum der Patienten, anzupassen (Chung et al., 2014; R. H. Green et al., 2002). 
Im Rahmen der Forschung zu Asthma sind eine Reihe von Biomarkern entdeckt 
worden (Wadsworth et al., 2013; Zissler et al., 2016). Bezüglich der größten 
Untergruppe, dem allergischen bzw. Th2-vermittelten Asthma bronchiale, sind 
bisher jedoch nur wenige von praktischer Relevanz. Hierzu zählen die Messung 
der eosinophilen Granulozyten in Blut und / oder Sputum, die Stickstoffmonoxid-
Fraktion in der Ausatemluft (FeNO) sowie die Messung von Periostin und IgE 
(Berry et al., 2016). Alle 4 Marker korrelieren mehr oder weniger mit dem 
Schweregrad der Symptome des Patienten und dem Ansprechen auf eine 
Corticosteroidtherapie (Brusselle et al., 2013; Ciprandi et al., 2017; Jacobsen et 
al., 2007; Malinovschi et al., 2013; Pizzichini et al., 1997; Ricciardolo et al., 2015; 
Szefler et al., 2012; Wagener et al., 2015; Woodruff et al., 2007). Darüber hinaus 
konnte gezeigt werden, dass diese Biomarker nicht nur mit dem Schweregrad 
und dem Ansprechen der bereits etablierten Therapieoptionen korrelieren, 
sondern auch als Entscheidungsgrundlage, auf Basis des Konzepts der 
personalisierten Therapie, für oder gegen eine Therapie mit neuen 
Medikamenten angewendet werden können (Hanania et al., 2011, 2013; Tajiri et 
al., 2016). Im Bereich des Nicht-Th2 vermittelten Asthma bronchiale und einer 
zugrundeliegenden T2LOW-Entzündungsreaktion werden unter anderem IL-8 und 
IL-17 sowie Myeloperoxidase und neutrophile Elastase als mögliche Biomarker 
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in Studien überprüft (Licari et al., 2017; Samitas et al., 2017; F. Schleich et al., 
2016). In Analogie zu der Messung der Eosinophile im Sputum für das Th2 
vermittelte Asthma bronchiale wird als Biomarker für das Nicht-Th2 vermittelte 
Asthma bronchiale die Neutrophilie im Sputum verwendet. Darüber hinaus 
konnte in Studien eine vermehrte Aktivität der immunologischen Mechanismen 
vom Typ 1 (Th1) und Typ 3 (Th17) (siehe Abschnitt 1.1.5) bei Patienten mit einer 
Nicht-TH2 vermittelten Asthma bronchiale und einer T2LOW-Entzündungsreaktion 
festgestellt werden (McKinley et al., 2008; Samitas et al., 2017; Thomson, 2016). 
Wie oben beschrieben stehen demnach sowohl für das Th2 vermittelte, als auch 
für das Nicht-Th2 vermittelte Asthma bronchiale Biomarker zur Verfügung, wobei 
deren praktische Anwendung bisher vornämlich im Bereich des Th2 vermittelten 
Asthma bronchiale möglich ist. Mit der in dieser Arbeit beschriebenen 
Entwicklung eines Testsystems zur Detektion von GATA3 und T-Bet ist nun ein 
Testsystem zur Detektion von Biomarkern auf Ebene der für die Entwicklung von 
Th2- und Th1-Zellen verantwortlichen Transkriptionsfaktoren verfügbar. Ob sich 
jedoch genaue Aussagen aus den Messwerten im Blut ableiten lassen, muss 
durch nachfolgende Studien erst belegt werden.  
Fraglich ist auch, ob die Messung von GATA-3 und T-Bet aus anderen Medien 
als aus Blut zielführender wäre. Gerade im Hinblick auf die Erkenntnis, dass 
GATA-3 und T-Bet zwar die wichtigsten Transkriptionsfaktoren für die 
Entwicklung von Th2- und Th1-Zellen, jedoch auch an der Entwicklung von CD8+ 
T-Zellen, B-Zellen, Mastzellen und Zellen des angeborenen Immunsystems 
beteiligt sind (Kallies et al., 2017; Muehling et al., 2017). Hier könnte sich die 
Messung in lokal entzündlich veränderten biologischen Materialien, wie zum 
Beispiel in Sputum oder bronchoalveolärer Lavage (BAL) Flüssigkeit, als 
zielführender erweisen. Dennoch sollte bei der Wahl des Probenmaterials immer 
ein sinnvoller Kompromiss zwischen der zu erwartenden Aussagekraft der 
Ergebnisse und der Invasivität, also der Belastung für den Patienten, gefunden 
werden. Darüber hinaus konnte gezeigt werden, dass Formen von 
Zellpopulationen existieren, die gleichzeitig unterschiedliche 
Transkriptionsfaktoren exprimieren (Muehling et al., 2017). Die Ausweitung der 
Messmethode auf weitere Transkriptionsfaktoren und deren Verhältnis 
zueinander wäre eine denkbare Erweiterung der diagnostischen Beurteilung.  
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Alle oben beschriebenen bekannten und etablierten Biomarker können als Folge 
der pathophysiologischen Veränderungen von Asthma bronchiale begriffen 
werden (Berry et al., 2016). Diese speziellen pathophysiologischen 
Veränderungen wiederum sind die Grundlage für die Definition von Endotypen 
(Lötvall et al., 2011). Ein Endotyp einer Erkrankung beschreibt eine Untergruppe 
der Krankheit basierend auf möglichst eindeutigen und reproduzierbaren 
pathophysiologischen Vorgängen, wie zum Beispiel zelluläre und/oder 
molekulare Vorgänge und Interaktionen, sowie deren Reaktion auf 
therapeutische Interventionen (G. P. Anderson, 2008). In Analogie zu den in 1.1.4 
beschriebenen Phänotypen und den in 1.1.5 beschriebenen 
pathophysiologischen Vorgängen lassen sich drei dominierende Endotypen 
definieren: Ein Typ 2 getriebener Endotyp, ein Nicht-Typ 2 getriebener Endotyp 
und ein Endotyp bestehend aus Typ 2 und Th17-Zellen (Ioana Agache et al., 
2016). In den letzten Jahren war die Erweiterung und Konkretisierung dieser 
Einteilung der Endotypen Gegenstand intensiver Forschung (Ioana Agache, 
2015; Ioana Agache et al., 2015; C.-H. S. Kuo et al., 2017; Raundhal et al., 2015; 
Simpson et al., 2007; Truyen et al., 2006). Insbesondere Patienten, die unter 
einer schweren und therapeutisch ungenügend kontrollierten Form des Asthma 
bronchiale leiden, werden nach den in 1.1.5 beschriebenen T2HIGH- und T2LOW-
Entzündungsreaktionen in einen T2HIGH- und einen T2LOW-Endotyp eingeteilt 
(Ioana Agache et al., 2016; Samitas et al., 2017). Als Definitionskriterien werden 
häufig symptomauslösende Zelltypen und deren Zytokine als Biomarker 
herangezogen (Ciprandi et al., 2017). Zur Detektion von Patienten mit einem 
T2LOW-Endotyp wird unter anderem das Vorkommen von neutrophilen 
Granulozyten im Sputum gemessen, wobei der Cut-Off-Wert nicht einheitlich 
definiert ist (R. Green et al., 2002; Moore et al., 2014; F. N. Schleich et al., 2013). 
Darüber hinaus sind die pathophysiologischen Mechanismen zur Entstehung und 
Aufrechterhaltung einer neutrophilen Entzündungsreaktion bei Patienten mit 
Asthma bronchiale aktueller Gegenstand der Forschung und eine durch  
Th1-Zellen vermittelte Entzündungsreaktion wird neben anderen Mechanismen 
diskutiert (Samitas et al., 2017; Thomson, 2016). Als Alternative zu der Messung 
der neutrophilen Granulozyten würde sich möglicherweise im Kontext der 
Endotypisierung die Messung grundlegenderer Zelltypen, z.B. Th1- und  
Th2-Zellen, anhand deren Transkriptionsfaktoren anbieten. Mit dem in dieser 
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Arbeit etablierten Nachweisverfahren für die Transkriptionsfaktoren GATA-3 und 
T-Bet ließe sich die Endotypisierung auch auf pathophysiologische Ebenen 
ausweiten, deren Veränderung weit vor der klinischen Manifestation durch Zellen 
und deren Metaboliten, in der Kaskade von Ereignissen für die Entstehung von 
Asthma bronchiale, eine Rolle spielen.  
Über die Messung der Transkriptionsfaktoren und deren Verhältnis zueinander 
wäre nicht nur eine Zuordnung der Patienten zu entsprechenden Endo- oder 
Phänotypen denkbar, sondern auch die Überprüfung der Krankheitsaktivität und 
-progression wäre auf einer molekularen Ebene möglich. Darüber hinaus war die 
Messung des Zustandes bei oder sogar vor Entstehen der Erkrankung Asthma 
bronchiale bislang nur schwer zu realisieren. Mit der Messung der 
Transkriptionsfaktoren GATA-3 und T-Bet wäre es möglich, Veränderungen des 
Gleichgewichtes zwischen Th1- und Th2-Zellen zu beschreiben. Weitere Studien 
müssen zeigen, ob so evtl. noch vor der ersten klinischen Manifestation 
messbare Veränderungen sichtbar sind, auf die eventuell mit neuen Therapien 
oder Präventionsstrategien frühzeitig Einfluss genommen werden könnte.  
Die etablierten therapeutischen Grundprinzipien für Asthma bronchiale wurden 
in 1.1.2 bereits erklärt. In den letzten Jahren wurden zunehmend Anstrengungen 
unternommen, um neue Medikamente zur Therapie von Asthma bronchiale zu 
entwickeln. Insbesondere im Bereich des Th2 vermittelten Asthma bronchiale und 
der zugrundeliegenden T2HIGH-Entzündungsreaktion wurden vermehrt neue 
Medikamente in Studien überprüft (Papi et al., 2017). Bereits als Therapieoption 
für Patienten auch außerhalb von Studien zugänglich ist zum einen der gegen 
IgE gerichtete Antikörper Omalizumab (Busse et al., 2011; Hanania et al., 2013; 
Normansell et al., 2014; Teach et al., 2015) und zum anderen die Antikörper 
Mepolizumab und Reslizumab, die gegen das Zytokin IL-5 gerichtet sind (Bel et 
al., 2014; Bjermer et al., 2016; Castro et al., 2015; Corren et al., 2016; Ortega et 
al., 2014, 2016). Im Rahmen von klinischen Studien werden momentan weitere 
Antikörper-Therapien untersucht, deren Target-Moleküle ebenfalls vornämlich 
Teil der T2HIGH-Entzündungsreaktion sind. Angriffspunkt der neuen Antikörper-
Therapien sind unter anderem die α-Kette des IL-5-Rezeptors (durch 
Benralizumab), Interleukin 13 (durch Lebrikizumab und Tralokinumab), die  
α-Untereinheit des IL-4-Rezeptors (durch Dupilumab) und weitere Moleküle 
(Bleecker et al., 2016; C. E. Brightling et al., 2015; Hanania et al., 2016; 
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Parameswaran Nair et al., 2017; Quirce et al., 2017; Santini et al., 2017; S. 
Wenzel et al., 2016). Neue Therapieansätze für Patienten mit Nicht-Th2 
vermittelten Asthma bronchiale und gegen die in diesem Fall vorherrschende 
T2LOW-Entzündungsreaktion waren bisher wenig erfolgreich. Ein anfänglich 
vielversprechender Therapieansatz gegen TNFα zeigte in Folgestudien eine 
erhöhte Infektanfälligkeit sowie eine Steigerung des Krebsrisikos und auch 
andere Therapiestrategien auf diesem Gebiet zeigten kaum positive Resultate 
(C. Brightling et al., 2008; O’Byrne et al., 2016).  
Zunehmend kommt es zu einer Erweiterung des Spektrums der potentiellen 
Target-Moleküle. Die oben beschriebenen Ansätze richten sich weitestgehend 
gegen Moleküle, die eher spät in der Kaskade von Ereignissen eine Rolle spielen, 
welche schlussendlich zu dem Symptomkomplex führen, den wir als Asthma 
bronchiale beschreiben. Neuere Ansätze richten sich gegen Bestandteile 
intrazellulärer Stoffwechselprozesse und Signalkaskaden, deren Aktivität zur 
Expression von Genen und der Aktivierung und Aufrechterhaltung genau der 
Entzündungsreaktion führt, welche auf pathophysiologischer Ebene 
verschiedene Endotypen von Asthma bronchiale definieren (da Silva et al., 2016; 
Guntur et al., 2012; Licari et al., 2017; Thomson, 2016, 2017). Insbesondere in 
der sich durch eine Neutrophilie auszeichnenden Untergruppe der T2LOW-
Entzündungsreaktion werden neue Wirkstoffe in Studien überprüft. Hierzu zählen 
der C-X-C motif chemokine receptor 2 (CXCR2)-Antagonist, 5-lipoxygenase-
activating protein (FLAP)-Inhibitoren, Prostaglandin E3/E4 und weitere 
Proteinkinase-Inhibitoren (Chaudhuri et al., 2014; P Nair et al., 2012; O’Byrne et 
al., 2016; Thomson, 2016). Vielversprechend ist auch ein neuer therapeutischer 
Ansatz, der die mRNA des Transkriptionsfaktors GATA-3 als Zielstruktur 
verändert und somit als mögliches Therapeutikum im Bereich der  
T2HIGH-Entzündungsreaktion angewandt werden könnte. Bei dem neuen 
Medikament, welches bereits erfolgreich in Studien getestet wurde, handelt es 
sich um ein katalytisch aktives DNA-Molekül, ein sogenanntes DNAzym 
(Potaczek et al., 2016). Bei dem Medikament SB010 mit der aktiven Struktur 
hgd40 handelt es sich um eine kurzes DNA-Molekül, welches in der Lage ist, 
aufgrund seiner Struktur zielgerichtet eine vorab definierte Stelle der mRNA zur 
Herstellung von GATA-3 innerhalb der Zelle zu binden und diese dann 
selbstständig katallytisch zu schneiden (Homburg et al., 2015; Krug et al., 2015). 
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Mit diesem Medikament könnte nicht nur auf die manifeste Krankheit und deren 
Symptome, sondern erstmals auch auf die Entstehungsmechanismen von 
Asthma bronchiale Einfluss genommen werden (Sel et al., 2008). Wäre es 
möglich, noch vor Ausbruch der Erkrankung Asthma bronchiale Veränderungen 
einzelner Zelltypen oder deren Verhältnis untereinander anhand deren 
Transkriptionsfaktoren festzustellen, so wäre denkbar, dass mit dem Einsatz 
neuer Medikamente frühzeitig regulierend in die beginnenden 
pathophysiologischen Prozesse eingegriffen werden könnte. Weitere Studien 
müssen klären, ob so individuelle Therapiestrategien mildernd auf den Verlauf 
der Erkrankung einwirken, oder gar gänzlich den Ausbruch einer Erkrankung 
verhindern könnten.  
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6 Abkürzungsverzeichnis 
 
Abkürzung  Deutsch / Englisch 
α   anti 
Abb.   Abbildung 
AP-1   Activator protein 1 
APC   Antigenpräsentierende Zellen / Antigen presenting cells 
BAL   Bronchoalveoläre Lavage 
biot   biotinyliert / biotinoylated 
°C   Grad Celsius 
CD   Cluster of Differentiation 
CTLA-4  Cytotoxic T-lymphocyte associated protein 4 
CXCR2  C-X-C motif chemokine receptor 2 
D   Esel / donkey 
DNA   Desoxyribonukleinsäure / desoxyribonucleic acid 
DOC   Natriumdesoxycholat 
EDTA   Ethylendiamintetraessigsäure 
FeNO   Stickstoffmonoxid-Fraktion in der Ausatemluft / Fraction of 
   exhaled nitric oxide 
ELISA   Enzyme-linked Immunosorbent Assay 
FLAP   5-lipoxygenase-activating protein 
G   Ziege / goat 
g   Gramm 
GATA-3  GATA binding protein 3 
GM-CSF  Granulocyte macrophage colony-stimulating factor 
H   Mensch / human 
HBE   Humane Bronchialepithelzellen / Human bronchial  
   epithelial cells 
HCl   Salzsäure 
HIS   polyHistidin / polyHistidine 
HIS-Tag  PolyHistidin-Markierung / polyHistidine-Tag 
HRP   Meerrettichperoxidase / Horseradish peroxidase 
Ig   Immunglobulin 
IL   Interleukin 
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κ   Immunglobulin leichte Kette κ 
KCl   Kaliumchlorid 
kD   Kilodalton 
KH2PO4  Kaliumhydrogenphosphat 
l   Liter 
M   Maus / mouse 
m   monoklonal / monoclonal 
MAP-Kinase  Mitogen-aktivierende Proteinkinase / Mitogen-activated 
   protein kinase 
mg   Milligramm 
min   Minute 
ml   Milliliter 
MHC   Haupthistokompatibilitätskomplex / Major histocompatibility 
   complex 
mRNA  Boten-Ribonukleinsäure / messenger ribonucleic acid 
µg   Mikrogramm 
μl   Mikroliter 
NaCl   Natriumchlorid 
NaOH   Natriumhydroxid 
Na2PO4 - 2H2O  di-Natriumhydrogen-phosphat-Dihydrat 
NFAT1  Nuclear factor of activated T-cells 1 
NF-IL6  Nuclear factor for interleukin-6 
ng   Nanogramm 
p   polyklonal / polyclonal 
PBMC  mononukleäre Zellen des peripheren Blutes / Peripheral 
   blood mononuclear cells 
PBS   Phosphatgepufferte Salzlösung / Phosphate buffered saline 
Pre   präabsorbiert / preabsorbed 
R   Hase / rabbit 
RIPA-Puffer  Radioimmunpräzipitationstest-Puffer /    
   Radioimmunoprecipitation assay buffer 
SDS   Natriumlaurylsulfat 
sec   Sekunde/n 
STAT   Signal transducer and activator of transcription 
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Str   Streptavidin 
Tab.   Tabelle 
T-Bet   TBX21 oder T-box 21 
TCR   T-Zellrezeptor / T cell receptor 
tec   tec protein tyrosine kinase 
TEMED  Tetramethylethylendiamin 
Th-Zellen  T-Helfer-Zellen 
Th1-Zellen  T-Helfer-Zellen Typ 1 
Th2-Zellen  T-Helfer-Zellen Typ 2 
Th17-Zellen  T-Helfer-Zellen Typ 17 
TNF   Tumor-Nekrose-Faktor 
TPBS   Tween-Phosphatgepufferte Salzlösung / Tween-Phosphate 
   buffered saline 
TSLP   Thymic stromal lymphopoietin 
V   Volt 
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8 Zusammenfassung 
Asthma bronchiale ist eine chronische entzündliche Erkrankung der Atemwege. 
Das betroffene Patientenkollektiv lässt sich anhand unterschiedlicher Kriterien in 
verschiedene Phänotypen und Endoypen einteilen. Biomarker sind Grundlage für 
die Stratifikation der betroffenen Patienten und auch immer mehr 
Entscheidungsgrundlage für die zunehmende Personalisierung der Therapie. 
In der vorliegenden Arbeit wurde im Rahmen eines Kooperationsprojektes 
zwischen dem Institut für Laboratoriumsmedizin und Pathobiochemie - 
Molekulare Diagnostik der Philipps-Universität Marburg und der DRG 
Instruments GmbH ein primär auf monoklonalen Maus-Antikörpern basierendes 
Westernblot-Nachweissystem für die humanen Transkriptionsfaktoren GATA-3 
und T-Bet in humanem Vollblut entwickelt.  
Ein schon innerhalb der Arbeitsgruppe etabliertes Nachweissystem für GATA-3 
und T-Bet in Gesamtprotein aus Zelltypen mit polyklonalen Antikörpern wurde in 
dieser Arbeit erfolgreich auf neue Probenmaterialien übertragen. Mit diesen 
Antiköpern gelang sowohl der direkte Nachweis der rekombinanten Proteine 
(GATA-3 und T-Bet) als auch der Nachweis der Transkriptionsfaktoren in 
humanem Vollblut. 
Mit den speziell für dieses Projekt entwickelten monoklonalen Maus-Antikörpern 
gelang ebenfalls der Nachweis von GATA-3 und T-Bet sowohl für die 
rekombinanten Proteine als auch native Proteine in humanen Vollblutproben 
mittels Westernblot-Nachweissystem. 
Sowohl mit polyklonalen als auch mit monoklonalen Antikörpern konnten 
Konzentrationsunterschiede entsprechend der eingesetzten Menge an Probe 
und auch artifizielle Konzentrationsunterschiede in mit rekombinantem Protein 
gespiketen Blutproben nachgewiesen werden. 
Eine unspezifische Signalamplifikation durch den 2. Antikörper konnte durch die 
Umstellung auf einen alternativen 2. Antikörper, die Reduktion der verwendeten 
Probenvolumina und die direkte Konjugation der monoklonalen Maus-Antiköper 
mit HRP vermieden werden.  
Im Rahmen der Sensitivitäs- und Spezifitäsprüfung der monoklonalen Maus-
Antiköper zeigten sich Defizite für die α-GATA-3-Antikörper. Rekombinantes 
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Protein eines anderen Herstellers konnte nicht detektiert werden und es zeigte 
sich eine Kreuzreaktivität zwischen rekombinantem Protein T-Bet und  
α-GATA-3-Antikörper. Durch höhere Verdünnung des Antikörpers ließ sich die 
Kreuzreaktivität vermeiden. 
Weiterführende Möglichkeiten zur Testoptimierung bezüglich der verwendeten 
Materialien und der Probenaufarbeitung werden im Anschluss diskutiert, ebenso 
wie die Einordnung des Testverfahrens in die aktuelle medizinische Forschung 
im Kontext der Personalisierung der Diagnostik und Therapie von Asthma 
bronchiale. 
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9 Abstract 
Bronchial asthma is a chronic inflammatory disease. Based on diverse criteria 
the affected patient population can be divided into different phenotypes and 
endotypes. Biomarkers represent an important basis for the stratification of the 
affected patients and increasingly also for decision making with respect to 
personalization of the therapy. 
The present work was part of a collaboration project between the Institute of 
Laboratory Medicine and Pathobiochemistry - Molecular Diagnostics of the 
Philipps-University Marburg and the DRG Instruments GmbH. The aim of this 
project was the development of a preferentially monoclonal antibody based 
Westernblot detection system against the human transcription factors GATA-3 
und T-Bet in human blood samples. 
A detection system for GATA-3 und T-Bet was already established within the 
working group for the analysis of these factors in total protein fractions from cell 
lines using polyclonal antibodies. In this work, that system was successfully 
adapted for the analysis of other sample materials. With these polyclonal 
antibodies, both the direct detection of recombinant proteins (GATA-3 und T-Bet) 
and detection of the native transcription factors in human whole blood were 
achieved. 
The monoclonal mouse antibodies developed specifically for this project also 
enabled the detection of GATA-3 und T-Bet for both, recombinant proteins and 
native proteins in human blood samples using the Westernblot detection system. 
With polyclonal as well as monoclonal antibody systems, concentration 
differences could be detected according to varying sample amounts and 
artificially generated concentration differences in blood samples by spiking with 
recombinant protein. 
Nonspecific signal amplification by the second antibody was minimized by 
switching to an alternative second antibody, reducing the sample volumes used 
and use of directly HRP-conjugated mouse monoclonal antibodies. 
Shortcomings were observed for the α-GATA-3 monoclonal antibodies regarding 
sensitivity and specificity testing. Recombinant protein from another 
manufacturer could not be detected by these antibodies. Furthermore, cross-
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reactivity was observed for these antibodies with recombinant T-Bet protein, 
which could be avoided by higher antibody dilution. 
In the final discussion section additional options for test optimization with regard 
to the materials used and sample preparation are discussed. Further, an 
evaluation of the established test procedure considering current medical research 
activities in the context of personalization of diagnosis and therapy in patients 
with bronchial asthma is provided. 
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